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Einleitung 1 
1 Einleitung 
1.1 Embryonalentwicklung des Vertebratenauges und der retinotectalen 
Projektion am Beispiel des Hühnerembryos 
Die Entwicklung des Nervensystems wird zu einem großen Teil durch die Kommunikation 
spezifischer Transkriptionsfaktoren und anderer regulatorisch wirksamer Signalmoleküle 
bestimmt. Eine Herausforderung der entwicklungsbiologischen Neurowissenschaft ist es, zu 
verstehen, wodurch neuronale Vorläuferzellen ihre spezifische regionale Identität erwerben 
und daraus die Muster ihrer späteren synaptischen Verbindungen aufbauen. Für die Analyse 
dieser Mechanismen ist das Sehsystem des Huhns als eines der bedeutendsten und am 
häufigsten verwendeten Modelle besonders gut geeignet. In den Experimenten dieser 
Doktorarbeit wurde analysiert, ob und wie das Signalmolekül Retinsäure an der Determination 
der dorsoventralen Augenachse in der Embryonalentwicklung beteiligt ist. 
 
Entwicklung des Auges 
Nach Hamburger und Hamilton (1951) werden Hühnerembryonen im Verlauf ihrer 
Entwicklung bis zum Schlupf in 46 morphologisch unterschiedliche Embryonalstadien 
eingeteilt (Hamburger-Hamilton-Stadien, HH). Im 10-Somitenstadium der frühen 
Embryonalentwicklung, das dem Stadium HH10/11 des zweiten Embryonaltages (E2) 
entspricht, bilden sich aus dem anterioren Neuralrohr drei Gehirnvesikel aus: Prosencephalon, 
Mesencephalon und Rhombencephalon. Die frühe Augenanlage geht aus seitlichen 
Auswüchsen hervor, die aus dem posterioren Bereich des Prosencephalons, dem späteren 
Diencephalon, ausgeformt werden (Abb. 1). Nach der Aufblähung des primären optischen 
Vesikels beginnt es sich im Embryonalstadium HH12 einzustülpen und bildet bei HH16 das 
sekundäre optische Vesikel mit zweischichtiger Struktur aus (Abb. 2). Die innere Schicht 
differenziert zur neuralen Retina. Die äußere Schicht, die mit dem Epithelium des optischen 
Stiels ein Kontinuum bildet, entwickelt sich zum retinalen Pigmentepithel (Mey und Thanos, 
2000). Die Linsenplakoden werden aus einer Verdickung ektodermaler Zellen angelegt und der 
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Augenbecher schließt sich, indem die neuroepithelialen Ränder der ventralen Retina 
fusionieren (McDonald and Wilson, 1996; Torres et al., 1996).  
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Abb. 1 Zeichnerische Abbildung zweier Embryonalstadien in der Entwicklung des Huhns. In der 
Aufsicht des Hühnerembryos im Stadium HH10/11 (E2) sind die primären optischen Vesikel als 
seitliche Aufblähungen im Prosencephalon des anterioren Neuralrohrs zu erkennen (A). Im 
Sagittalschnitt im Stadium HH18 (E3) ist die Augenanlage eingestülpt, und liegt als zweischichtiges, 
sekundäres Vesikel vor (B). Das optische Tectum entwickelt sich aus dem Mittelhirn (Nach: Freemann 
und Bracegirdle, 1963). 
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Abb. 2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der transversalen Schnittebene durch das 
Prosencephalon von Hühnerembryonen. Entwicklung des Augenbechers: Beginn der Einstülpung des 
primären optischen Vesikels im Stadium HH13 (A). Der zweischichtige Augenbecher und die 
induzierte Linsenplakode wenige Stunden später im Stadium HH15 (B). Der Maßstab entspricht 
jeweils 100 µm (Aus: Gilbert, 1997). 
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Die retinotectale Projektion und das optische Tectum 
Aus den retinalen Ganglienzellen entwickeln sich die ersten axonalen Fortsätze am 
Embryonaltag 3 (LaVail und Cowan, 1971). Die Axone verlassen gebündelt durch den 
optischen Stiel das Auge, ziehen durch das optische Chiasma, und projizieren mit ihren 
Wachstumskegeln in das kontralaterale Tectum opticum des Mittelhirns. Bei ihrer synaptischen 
Verschaltung mit den Neuronen der tectalen Oberfläche bleiben die räumlichen Relationen 
zwischen den retinalen Ganglienzellen in ihren tectalen Zielzellen erhalten. Diese 
topographische Verknüpfung erzeugt im Tectum eine Projektionskarte des Sehfeldes (Thanos 
und Mey, 2001). Das optische Tectum der Nicht-Säuger unter den Vertebraten, wie Vögeln, 
Amphibien und Reptilien, ist mit dem Colliculus superior der Säuger teilweise homolog 
(Karten und Shimizu, 1993). 
 
Im Huhn wird die Netzhaut spiegelverkehrt entlang der dorsoventralen und medial-lateralen 
Achsen auf das kontralaterale Tectum abgebildet (Cowan, 1971). Dorsale retinale 
Ganglienzellen projizieren in das ventrale/laterale Tectum, während ventrale Zellen das 
dorsale/mediale Tectum innervieren. Dementsprechend werden temporale Axone in das 
anteriore, und nasale Fasern in das posteriore Tectum gelenkt (Abb. 3). Das Tectum erhält 
insbesondere visuelle und auditorische Afferenzen und bildet sie in Form von Raumkarten ab 
(Knudsen, 1982; Luksch et al., 2003). Die retinotectale Projektion dient beim Vogel der 
Wahrnehmung von Farbe, Helligkeit und Bewegung, sowie der Mustererkennung, 
Größenunterscheidung und Sehschärfe. Die letztere Funktion ist insbesondere auf die präzise 
topographische Verschaltung zurückzuführen (Hodos und Karten, 1966). Einige der zur 
Oberfläche weisenden Schichten des Tectums erhalten direkte Afferenzen aus der 
kontralateralen Retina (Ramón y Cajal, 1911; Hunt und Webster, 1975). Diese Axone sind 
monosynaptisch verbunden mit Neuronen des Stratum griseum centrale (Luksch et al., 1998; 
Luksch und Golz, 2003), die wiederum topographisch zum Nucleus rotundus im Thalamus 
ziehen (Karten et al., 1997; Luksch et al., 1998). Von dieser Struktur aus verläuft die weitere 
Projektion zum Entopallium im Vorderhirn (Benowitz und Karten, 1976; Reiner et al., 2004).  
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Abb. 3 Schema für die Repräsentation der rechten Retina auf das linke optische Tectum. Axone 
retinaler Ganglienzellen der ventralen Retina innervieren das laterale Tectum, und dorsale Fasern der 
Retina terminieren im medialen Tectum. Die hervorgehobene Linie stellt die für diese Arbeit relevante 
Projektion von der dorsalen Retina in das laterale Tectum dar. Retina: d: dorsal; v: ventral; n: nasal; t: 
temporal. Tectum: p: posterior; a: anterior; d: dorsal (lateral); v: ventral (medial).  
 
 
Entstehung der retinotectalen Projektion 
Die topographische, synaptische Verschaltung retinotectaler Verbindungen wird molekular 
kontrolliert. Jede Oberflächenzelle im optischen Tectum präsentiert ein individuelles Profil von 
Molekülen, das durch die Kombination von entgegengesetzt verlaufenden Konzentrations-
gradienten von Oberflächenmolekülen, den Ephrin-Liganden und Rezeptoren, zustande 
kommt. Die Wachstumskegel der retinalen Axone sind ihrerseits mit Ephrin-Rezeptoren 
ausgestattet, deren Dichte von ihrer ursprünglichen Position im Koordinatensystem der 
Netzhaut abhängt. Durch die graduelle Verteilung der Ephrin-Liganden und ihrer Rezeptoren 
auf der tectalen Oberfläche wird für die axonalen Wachstumskegel ein richtungsweisender 
Gradient geschaffen. Dadurch wird es einwachsenden Wachstumskegeln ermöglicht, zu ihren 
jeweiligen Zielneuronen auf der tectalen Oberfläche zu navigieren, um schließlich ihre 
synaptischen Verbindungen auszubilden (Sperry, 1963; O´Leary und McLaughlin, 2005). 
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Abb. 4 Modelle für die Lenkungsmechanismen des EphrinA- (A) und EphrinB-Systems (B). Die 
Grauabstufungen repräsentieren die graduelle Verteilung der jeweils angegebenen Liganden oder 
Rezeptoren. Die großen Punkte in den Augen stellen mit anterograden Tracern markierte retinale 
Ganglienzellen dar, und in den Tecta sind die daraus zu erwartenden Terminationszonen anhand von 
projizierenden Wachstumskegeln repräsentiert. Die EphrinA-Liganden im Tectum wirken repulsiv 
auf die EphA-Rezeptoren einwachsender Wachstumskegel (A). Im Tectum verteilte EphrinB-
Liganden wirken auf die EphB-Rezeptoren innervierender Wachstumskegel hauptsächlich anziehend 
(B). Retina: d: dorsal; v: ventral; n: nasal; t: temporal. Tectum: p: posterior; a: anterior; d: dorsal 
(lateral); v: ventral (medial).  
 
Es sind zwei Ephrin-Familien entlang der orthogonalen Achsen des Tectums verteilt: Die 
EphrinA-Liganden und ihre Rezeptoren kontrollieren das topographische Einwachsen axonaler 
Fasern entlang der anterior-posterioren Achse, indem die Liganden des Tectums repulsiv auf 
die Rezeptoren einwachsender Wachstumskegel einwirken (Sakurai et al., 2002). Die 
Navigation projizierender Axone entlang der mediolateralen Achse des Tectums wird durch die 
EphrinB-Liganden und ihre Rezeptoren koordiniert (Hindges et al., 2002; McLaughlin et al., 
2003b). Die Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung auf den Wachstumskegeln beruht bei den 
EphrinenB überwiegend auf einem anziehenden Mechanismus. So wachsen ventrale 
Wachstumskegel, die mit einer hohen EphB-Rezeptorkonzentration besetzt sind, der 
zunehmenden EphrinB-Liganden Konzentration im medialen Tectum entgegen. Dorsale 
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Wachstumskegel mit geringer Rezeptorkonzentration projizieren in die laterale Region des 
Tectums, in der auch die Dichte des EphrinB-Liganden geringer ist (Hindges et al., 2002; 
O´Leary und McLaughlin, 2005) (Abb. 4). Die Erkennung der Liganden und ihrer Rezeptoren 
erfolgt über ihre extrazellulären Domänen und löst die Phosphorylierung der 
Rezeptortyrosinkinase aus (Huot et al, 2004). Daraufhin können beispielsweise unter 
Beteiligung von GTPasen der Rho-Familie Signalwege zur Transkription von Faktoren 
aktiviert werden, die eine Rolle in der Aktindynamik der Wachstumskegel spielen (Murai et 
al., 2003). Im folgenden Kapitel werden die molekularen Faktoren beschrieben, die die 
EphrinB-Liganden und ihre Rezeptoren in der dorsoventralen Augenachse regulieren. 
 
 
1.2 Molekulare Determinanten der dorsoventralen Augenachse und der 
retinotectalen Projektion 
In der Entwicklung der Netzhaut wird das Schicksal der aus den Neuroblasten hervorgehenden 
retinalen Vorläuferzellen durch embryonale und umweltbedingte Ereignisse bestimmt, durch 
die ihre genetischen Eigenschaften aktiviert werden. Die Zellen werden durch lokal exprimierte 
Signalmoleküle und Transkriptionsfaktoren mit Positionswerten geprägt. Durch diese 
Verteilung molekularer Marker wird den retinalen Ganglienzellen eine positionale Identität 
verliehen, durch die die Entwicklung der Augenachsen und das topographische Einwachsen 
von Axonen in ihre Projektionsziele gesteuert wird. Transplantationsstudien an 
Hühnerembryonen zeigen, dass die positionale Spezifizierung der Neuroblasten in dorsale und 
ventrale Ganglienzellen zwischen HH12/13 (Dütting und Meyer, 1995) und HH13/14 erfolgt 
(Matsumo et al., 1992). Die dazu orthogonal verlaufende temporal-nasale Augenachse wird 
kurz zuvor mit dem Einsetzen der Neurogenese bei HH11/12 determiniert (Crossland et al., 
1974; Dütting und Meyer, 1995).  
 
Bereits in der frühen Embryonalentwicklung des Huhns findet sich eine asymmetrische 
Verteilung von Signalmolekülen entlang der zwei orthogonalen Achsen der Augenanlage. Als 
molekulare Pioniere der nasal-temporalen Achse gelten die Chick brain factor-
Transkriptionsfaktoren CBF-1 und CBF-2, welche gemäß einer Fehlexpressionsstudie einen 
Einfluss auf die retinotectale Projektion haben (Yuasa et al., 1996). Die auslösenden 
molekularen Mechanismen, die die dorsoventrale Polarität in der neuralen Retina etablieren, 
sind bisher wenig verstanden. Es wird jedoch vermutet, dass für deren ursprüngliche 
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Determination die Morphogene Retinsäure (RA) und Sonic hedgehog entscheidend sind (Mey 
et al., 2001; Zhang und Yang, 2001; Peters, 2002). Im Folgenden sollen die Eigenschaften und 
Funktionen einiger der bisher am besten untersuchten Determinanten für die Entwicklung der 
dorsoventralen Augenachse, BMP4, Tbx5, Pax2 und cVax, kurz beschrieben werden (Abb. 5).  
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Abb. 5 Räumliches Expressionsmuster im sekundären Augenbecher entlang der dorsoventralen 
Augenachse des Huhns: Verteilung von Enzymen des Retinoid-Signalweges, von einigen molekularen 
Determinanten und von Axonlenkungsmolekülen der dorsoventralen Augenachse. Die schraffierte 
Fläche der Retina kennzeichnet die dorsale Region, die unschraffierte Fläche der Retina die ventrale 
Region. Einige dorsal exprimierte Moleküle sind RALDH1, CYP26A1, Pax6, BMP4, Tbx5 und die 
Liganden EphrinB1 und EphrinB2. Zu den ventralen Molekülen werden RALDH3, Pax2, cVax und 
die Rezeptoren EphB2 und B3 gezählt. Die Expressionsdomäne von Pax6 ist dunkelgrau, die von Pax2 
hellgrau schattiert (Nach Godbout et al., 1996; Schulte et al., 1999; Koshiba-Takeuchi et al., 2000; 
Suzuki et al., 2001). 
 
BMP4 ist ein Determinant der dorsalen Retina, welcher bereits sehr früh während der 
Generation des primären optischen Vesikels exprimiert wird (Trousse et al., 2001; Zhang und 
Yang, 2001). Dieses sekretorische Molekül ist ein Cytokin der transforming growth factor β 
Superfamilie. Kurz nach dem Einsetzen der BMP4-Expression werden Transkripte des Tbx5-
Gens in der gleichen dorsalen Augendomäne exprimiert (Koshiba-Takeuchi et al., 2000). 
BMP4 reguliert die Expression dieses Gens hoch, das ein Mitglied der t-box-Transkriptions-
faktorfamilie ist. Deshalb wird vermutet, dass das Signalmolekül BMP4 in die Entwicklung der 
dorsoventralen Augenachse eingebunden ist (Koshiba-Takeuchi et al., 2000). Die Infektion der 
frühen Augenanlage mit einem Tbx5-exprimierenden Retrovirus ruft die partielle Repression 
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von ventral exprimierten Faktoren, und die Ausdehnung der Expressionsdomäne von dorsalen 
Molekülen hervor. Aufgrund der zudem veränderten Innervierung axonaler Projektionsneurone 
wird vermutet, dass Tbx5 als Kontrollgen eine Schlüsselrolle in der Determination der dorsalen 
Augenachse einnimmt, und dadurch die retinotectale Projektion beeinflusst (Koshiba-Takeuchi 
et al., 2000). 
 
Für die funktionelle Entwicklung der ventralen Augenanlage stehen die Transkriptionsfaktoren 
Pax2 und cVax im Vordergrund: Während der Einstülpung des primären optischen Vesikels 
werden erste mRNA-Transkripte von Pax2 im ventralen Augenpol und optischen Stiel 
exprimiert (Torres et al., 1996; Zhang und Yang, 2001). Dieser Faktor ist in späteren 
Entwicklungsstadien nicht nur entscheidend für die Ausbildung der ventralen Netzhaut und des 
optischen Nervens, sondern auch des optischen Chiasmas. Das wurde anhand von Mäusen mit 
einer Nullmutation für Pax2 gezeigt: Die optische Fissur wurde fehlerhaft geschlossen und das 
optische Chiasma nicht ausgebildet (Torres et al., 1996).  
 
Auch die ventral-anterioren Vax-Homöoboxgene sind Transkriptionsfaktoren, die an der 
Etablierung der ventralen Augendomäne und des optischen Stiels beteiligt sind (Ohsaki et al., 
1999; Take-uchi et al., 2003). Die Zugabe von synthetischer Vax2-mRNA im Blastulastadium 
von Xenopus führte zum Auftreten charakteristischer ventraler Eigenschaften in der dorsalen 
Augenanlage, wie z.B. der räumlichen Ausdehnung von Pax2-Transkripten und die 
anatomische Verbreiterung des optischen Stielansatzes, der normalerweise ventral angelegt 
wird (Barbieri et al., 1999). Nach retroviraler Überexpression von cVax in der gesamten 
embryonalen Retina des Huhns wurden die üblicherweise dorsalen Expressionsdomänen der 
Lenkungsmoleküle EphrinB1 und EphrinB2 nahezu ausgelöscht, und dorsale Axone in nicht-
topographischer Weise in das Tectum gelenkt (Schulte et al., 1999). Aufgrund dieser 
Untersuchungen wird vermutet, dass das Signalmolekül cVax/Vax2 in der Entwicklung der 
dorsoventralen Augenachse ventralisierend wirkt. 
 
Die Effektormoleküle der Kontrollgene cVax, BMP4 und Tbx5 sind die EphrinB-Liganden und 
ihre Rezeptoren, deren Rolle für die retinotectale Projektion bereits unter 1.2 erläutert wurde 
(Schulte et al., 1999; Koshiba-Takeuchi et al., 2000; Barbieri et al., 2002). Bereits nach der 
Einstülpung des optischen Vesikels werden die Liganden EphrinB1 und -B2 in der dorsalen 
Retina, und die Rezeptoren EphB2 und -B3 in der ventralen Retina exprimiert (Holash und 
Pasquale., 1995; Braisted et al., 1997). EphrinB1 ist der Ligand, der hauptsächlich die 
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topographische Navigation retinaler Axone der dorsoventralen Achse in das Tectum steuert, 
(McLaughlin et al., 2003b; O´Leary und McLaughlin, 2005).  
 
Ein weiteres Molekül, das in der frühen Augenanlage asymmetrisch verteilt wird (Mey et al., 
2001) ist Retinsäure (RA), dessen Wirkung auf die oben genannten Moleküle im Rahmen 
dieser Arbeit untersucht werden soll. Das Retinsäure-System sowie die dynamische Verteilung 
der Schlüsselenzyme für RA im embryonalen Auge ist das Thema des nächsten Kapitels. 
 
 
1.3 Das Retinsäure-System  
Retinsäure in der Embryonalentwicklung 
Das Retinoid Retinsäure ist in die Embryonalentwicklung, die Differenzierung und die 
Regeneration von Nervensystem und Organen involviert (Dräger und McCaffery, 1997). Als 
transkriptioneller Aktivator reguliert RA in räumlich und zeitlich variierenden Konzentrationen 
besonders die Entwicklung des Auges (Wagner et al., 2000). Bei lokal zu hohen und zu 
niedrigen experimentellen Konzentrationen an RA können teratogene Wirkungen 
hervorgerufen werden. Bei RA-Mangel und -Überschuss wird die Entwicklung von Herz, 
Gesicht, Urogenitalsystem, Gliedmaßen und Augen aufgrund des Absterbens migrierender 
Zellen in der Neuralleiste gestört (Ross et al., 2000). Die Entwicklung des Auges wird durch 
den Einfluss von RA besonders beeinträchtigt. Vitamin A-defiziente Embryonen, die in utero 
bei verminderter Vitamin A-Zufuhr herangezogen werden, sind durch verkleinerte Augen 
(Mikrophthalmie) oder gar durch den Verlust einer Augenanlage gekennzeichnet (Maden et al., 
1996; Gale et al., 1999). Diese Phänotypen gleichen teilweise denen, die durch überschüssige 
RA hervorgerufen werden (Reijntjes et al., 2004).  
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Abb. 6 Der RA-Signalweg: Retinol wird in die Zelle aufgenommen und stufenweise durch Retinol- 
und Retinaldehyd-Dehydrogenasen (RALDH) zu RA oxidiert. Als transkriptioneller Aktivator 
induziert RA die Anlagerung nukleärer Retinoid-Rezeptoren (RAR, RXR) an die RA-responsiven 
Elemente (RARE) ihrer Zielgene. (Nach: Dräger und McCaffery, 2001). 
 
Der RA-Signalweg  
Die zur Synthese von RA notwendigen Enzyme sind in Zellen lokalisiert, die das RA-
abhängige Wachstum und die Differenzierung umgebender Zellen kontrollieren. Nach 
Aufnahme von Retinol (Vitamin A) in die RA-synthetisierende Zelle, wird dieses intrazellulär 
durch Retinol-Dehydrogenasen und Retinaldehyd-Dehydrogenasen (RALDH) zu 
transkriptionell aktiver RA synthetisiert (Abb. 6). Das lipophile Signalmolekül RA diffundiert 
durch die Zellmembran und bildet im Gewebe einen vom Ort der RA-Synthese abnehmenden 
Konzentrationsgradienten aus (McCaffery und Dräger, 2000). Als transkriptioneller Aktivator 
kann RA an zwei nukleäre RA-Rezeptorfamilien binden, die RA-Rezeptoren RAR und die 
Retinoid-X-Rezeptoren RXR, die jeweils in drei Isoformen vorkommen (α, β, γ). Diese 
gehören zur Superfamilie der nukleären Rezeptoren, zu denen auch Steroid- und 
Thyroidhormonrezeptoren gezählt werden (Mangelsdorf und Evans, 1995). Während die RAR-
Familie durch all-trans-RA und durch 9-cis-RA aktiviert wird, werden die Isoformen der RXR-
Familie ausschließlich durch 9-cis-RA aktiviert (Chambon, 1996). RAR und RXR wirken als 
Transkriptionsfaktoren, indem sie, dimerisiert zu Homo- oder Heterodimeren, an Retinsäure-
responsive Elemente (RARE) in der Enhancerregion der Zielgene binden (Mangelsdorf und 
Evans, 1995) (Abb. 7). Dabei wird das RA-Signal zur Expression von Zielgenen durch 
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RXR/RAR-Heterodimere effizienter transduziert als durch Homodimere (Chambon, 1996). Die 
meisten RAREs finden sich innerhalb der regulatorischen Region der Zielgene in Form von 
zwei direkten Wiederholungen des Hauptmotifs (AGGTCA), und sind in unterschiedlichen 
Abständen auf der DNA positioniert, so dass Bindestellen für eine hohe Variabilität 
verschiedener Rezeptor-Homo- und Heterodimere entstehen.  
 
all-trans Retinsäure
A B
 
 
Abb. 7 Strukturformel von all trans- Retinsäure (A) und ein Modell mit der Anordnung von RA-
Rezeptoren an RA-responsive Elemente (nicht gezeigt) der Ziel-DNA (nach Rastinejad, 2001, B). 
 
Ein Beispiel für Faktoren, die über RARE in ihrer Enhancerregion durch RA reguliert werden, 
sind die Segmentierungsgene Hoxa1 und Hoxb1 (Marshall, 1992). Diese Hoxgene kodieren für 
räumliche Positionswerte, die z.B. die Entwicklung von Rhombencephalon und Neuralleiste 
organisieren. Durch überschüssige RA wird die Expression dieser Hoxgene supprimiert und die 
Ausbildung des anterioren Körperpols stark beeinträchtigt (Ross et al., 2000). Diese 
Beeinflussbarkeit des Hoxcodes durch RA zeigt, dass eine lokal adäquate Konzentration von 
RA für die präzise Embryonalentwicklung entscheidend ist. 
 
Die Verteilung von Enzymen des RA-Signalweges 
In der Embryonalentwicklung werden RA-synthetisierende und RA-degradierende Enzyme 
asymmetrisch entlang der dorsoventralen Augenachse verteilt. Während die RALDH die 
Quellen der RA-Gradienten bilden, formen die Cytochrom P-450 Oxidasen (CYP) die Senken 
in der RA-Konzentration. Dadurch wird in bestimmten Entwicklungsstadien ein Konzen-
trationsgradient von RA entlang der vertikalen Augenachse ausgebildet.  
 
Die mRNA der RALDH3 wird im ventralen Pol der Augenachse zu Beginn der Einstülpung 
des optischen Vesikels (HH12) im Hühnerembryo detektierbar (Suzuki et al., 2000; Blentic et 
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al., 2003). Kurz danach (HH16) setzt im gegenüberliegenden dorsalen retinalen Neuralepithel 
die Expression der RALDH1 ein (Godbout et al., 1996; Grün et al., 2000). Das ventral 
exprimierte RA-synthetisierende Enzym RALDH3 besitzt eine höhere Substratspezifität für 
Retinaldehyd als die RALDH1 und tritt zeitlich früher auf (McCaffery et al., 1992; Suzuki et 
al., 2000). Daher ist die RALDH3 wahrscheinlich hauptsächlich für die RA-reiche Zone im 
Bereich des ventralen Auges am Embryonaltag 4 verantwortlich (Mey et al., 2001).  
 
Die weitere Verteilung dieser Enzyme - während und nach der Einstülpung des optischen 
Vesikels - ist in der Maus bisher besser beschrieben worden als im Huhn: Die Expression des 
RA-degradierenden Enzyms CYP26A1 setzt bei der Maus während der Einstülpung des 
optischen Vesikels bei E9.5 in der dorsalen Retina ein (Wagner et al., 2000). Im 
entsprechenden morphologischen Entwicklungszeitraum HH18, werden beim Huhn, im 
Unterschied zur Maus, Transkripte von CYP26A1 nicht in der Retina, sondern in der dorsalen 
Linse des Embryos generiert (Blentic et al., 2003). Dieses Enzym bewirkt durch seine RA-
metabolisierende Wirkung höchstwahrscheinlich die graduell nach dorsal abnehmende RA-
Konzentration. Die Senkung der RA-Konzentration wird am dorsalen Augenpol vermutlich 
durch die Aktivität des Transkriptionsfaktors COUPTF-II unterstützt, indem er die 
transkriptionelle Aktivität der RA-Rezeptoren reprimiert (McCaffery et al., 1999).  
 
Nachdem der zweischichtige Augenbecher ausgebildet worden ist, wird die CYP26A1-
Expressionsdomäne in der Maus nach ventral verschoben und bildet bei E11.5 dorsal der 
optischen Fissur in der Mitte der Retina einen äquatorialen Streifen aus (McCaffery und 
Dräger, 2000; Suzuki et al., 2000). Ab diesem Zeitpunkt sind die hauptsächlichen RA-
metabolisierenden Enzyme der Retina in drei Territorien segregiert: RALDH1 im dorsalen 
Drittel, CYP26A1 in einem horizontalen Streifen und RALDH3 im ventralen Drittel der 
Netzhaut (McCaffery et al., 1999; Mey et al., 2001). Dadurch entstehen drei Zonen mit 
unterschiedlichen RA-Konzentrationen: Moderate RA-Konzentrationen werden durch die 
dorsale RALDH1 und hohe Konzentrationen durch die ventrale RALDH3 generiert, und 
separiert durch die durch CYP26A1 hervorgerufene RA-arme Zone im Horizontalstreifen.  
 
Die Bedeutung der differentiellen Verteilung der Enzyme des Retinoidsystems, und die damit 
verbundene asymmetrische Verteilung der RA entlang der vertikalen Augenachse ist bisher 
nicht verstanden. Über die in diesem Kapitel genannten teratogenen Effekte der RA hinaus gibt 
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es weitere Evidenzen dafür, dass RA an der Entwicklung der Netzhaut beteiligt ist. Diese 
werden im folgenden Kapitel beschrieben. 
 
 
1.4 Wirkung von Retinoiden in der Augenentwicklung 
In der Retina des Huhns werden spätestens ab E3,5 fast alle Retinoid-Rezeptoren exprimiert, 
ausgenommen der RXRß (Hoover et al., 1998; Hoover et al., 2001; Schneider et al., 2001). 
Ebenso werden in der Retina der Maus mit Ausnahme von der RARγ fast alle Retinoid-
Rezeptoren exprimiert (Mori et al., 2001). So kann theoretisch die in der ventralen Retina 
erzeugte RA die Heteromere RXR/RAR aktivieren. Nach transgener Ausschaltung einzelner 
Rezeptoren in der Maus wurden in verschiedenen Studien morphologische Veränderungen der 
sich entwickelnden Retinen festgestellt, die die Rolle der RA als Determinant der 
dorsoventralen Augenachse widerspiegeln könnten. In folgenden Deletionsmutanten für RA-
Rezeptoren wurden Missbildungen der ventralen Retina festgestellt: RXRα-Nullmutanten  
(Krezel et al., 1996, Kastner et al., 1997a), RARß-Nullmutanten (Grondona et al., 1996), 
RARα/RARß und RARß/RARγ Doppel-Nullmutanten (Ghyselinck et al., 1997; Lohnes et al., 
1994), sowie RXRα Mutanten ohne A/B-Domäne oder ohne die durch den Liganden regulierte 
Aktivierungsfunktion AF-2 (Mascrez et al., 1998). Der im Vergleich stärkste morphologische 
Effekt auf die ventrale Retina konnte in RXRα/RARγ-Doppel-Nullmutanten gezeigt werden 
(Kastner et al., 1994). RXRα/RAR Heterodimere sind besonders wichtig für die meisten 
entwicklungsbiologischen Prozesse der RA-abhängigen Retinaentwicklung (Kastner et al., 
1997b). 
 
Im Unterschied zur Maus sind in der Embryonalentwicklung des Huhns bisher wenige Studien 
bekannt, in denen morphologische Veränderungen nach Manipulation des RA-Systems 
untersucht wurden: Nach der Implantation von RAR/RXR-Antagonisten enthaltenden 
Ionenaustauscherkügelchen wurden Dysplasien, wie Mikropthalamie bis hin zum Verlust des 
Auges festgestellt (Schneider et al., 2001). Zu einem vergleichbaren Phänotyp führte sowohl 
die Injektion von RA, als auch von Citral, einem kompetitiven Inhibitor der RA-Synthese, in 
die frühe Augenanlage (Schneider et al., 2001; Griffith and Zile, 2000). Der 
Behandlungszeitpunkt in diesen Untersuchungen wurde in die sensitive Phase für RA (HH10-
HH13) gelegt (Schneider et al., 2001), die in fast allen Vertebraten mit der Phase der 
Augeneinstülpung korreliert (Hyatt et al., 1992).   
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Besonders intensive Effekte wurden in Zebrabärblingen hervorgerufen. Wurden sie während 
der RA-sensitiven Phase ihrer Augenanlagen in einem mit RA angereicherten Bad gehalten, 
zeigten sie eine Verdopplung des ventralen Netzhautgewebes (Hyatt et al., 1996). Im 
Gegensatz dazu führte eine durch Citral hervorgerufene Inhibition der RA-Synthese phäno-
typisch zu dem Verlust des ventralen Augenpols (Marsh-Armstrong et al., 1994). 
 
Die ersten und bisher einzigen Hinweise für den Einfluss von RA auf die retinotectale 
Projektion fanden sich in einer Pionierstudie am Frosch. Krallenfrösche (Xenopus), die in der 
sensitiven Phase ihrer Augenanlagen in einem mit RA versetzten Bad gehalten wurden, zeigten 
eine gestörte Projektion retinaler Axone in das optische Tectum, die durch fehlgeleitete und 
überschießende Fasern charakterisiert war (Manns und Fritsch, 1991).  
 
 
1.5 Zielsetzung 
Es sind viele Studien bekannt, in denen die Rolle der RA als Morphogen und transkriptioneller 
Aktivator im zentralen Nervensystem entscheidend ist. In den Kapiteln 1.3 und 1.4 wurde 
anhand von Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen empirisch die zentrale 
regulatorische Funktion der Retinoide in der Augenentwicklung von Vertebraten beschrieben. 
Jedoch sind die detaillierten Funktionen der RA und die molekularen Mechanismen ihrer 
Wirkung bei der Entstehung der Augenachse nicht verstanden. Diese Mechanismen sollten auf 
der Basis folgender Arbeitshypothese beleuchtet werden: 
 
Bereits in der frühen Augenanlage (HH11-18) werden entlang der dorsoventralen Achse 
regional begrenzte Expressionsmuster von Transkriptionsfaktoren etabliert, die die Polarität der 
Retina festlegen. Es wird angenommen, dass, einhergehend mit dieser Determinationsphase, 
ein von ventral nach dorsal abnehmender Gradient des transkriptionellen Aktivators RA über 
die Augenanlage ausgebildet wird. Daher wird postuliert, dass durch die asymmetrische 
Konzentration diffundierender RA die Expression von Determinationsfaktoren induziert wird, 
die unterschiedliche Schwellen für eine Aktivierung durch RA aufweisen (Dräger und 
McCaffery, 1997). Diese Hypothese wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestet. Die 
Arbeit hat drei Schwerpunkte: 
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1. Einfluss von RA auf die Expression dorsaler und ventraler Signalmoleküle der 
dorsoventralen Augenachse  
2. Einfluss von RA auf die retinotectale Projektion und die Expression des 
Axonlenkungsmoleküls EphrinB1 
3. Regulation des RA-Systems durch die Transkriptionsfaktoren cVax und Tbx5 
 
1. Im ersten Teil der Arbeit wurde überprüft, ob RA an der Festlegung der dorsoventralen 
Augenachse beteiligt ist, indem es die Expression der ventralen Transkriptionsfaktoren cVax 
und Pax2 fördert und die der dorsalen Moleküle BMP4 und Tbx5 unterdrückt (Abb. 8). Dazu 
wurde die RA-Konzentration zu Beginn der Ausbildung des primären Augenvesikels, welche 
zeitlich mit dem Stadium für RA-Sensitivität korreliert, experimentell manipuliert. Die Analyse 
der Signalmoleküle erfolgte bei E3,5 durch Anwendung immunhistochemischer und 
molekularbiologischer Methoden.  
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Abb. 8 Räumliches Expressionsmuster von Enzymen des Retinoidsystems, Signalmolekülen und 
Ephrinen der dorsoventralen Augenachse im Stadium des sekundären Augenbechers: Es wird postuliert, 
dass ein vermuteter Gradient an RA in der Determinationsphase der dorsoventralen Achse (HH11-18) 
die wichtigsten Kontrollgene dieser Achse (BMP4, Tbx5, Pax2, cVax) reguliert. Es sollte die Hypothese 
getestet werden, dass RA die Expression  ventraler Signalmoleküle (cVax, Pax2) fördert (blaue Linien 1 
und 2) und die dorsaler Signalmoleküle (BMP4, Tbx5, EphrinB1) unterdrückt (rote Linien 3 bis 5). 
Darüber hinaus sollte überprüft werden, ob die Transkriptionsfaktoren cVax und Tbx5 eine Funktion auf 
die Expression von Enzymen des Retinoidsystems (RALDH1, CYP26A1 und RALDH3) ausüben (grüne 
Linien 6 bis 10). 
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2. Die räumlichen Muster dieser Signalgene entlang der dorsoventralen Augenachse sind 
ursächlich für die graduelle Verteilung der EphrineB und ihrer Rezeptoren in Netzhaut und 
Tectum. Auf der Basis räumlicher Gradienten dieser Oberflächenmoleküle innervieren die 
Ganglienzellen aus der dorsalen Retina in topographischer Weise Neuronen im lateralen 
Tectum, während ventrale Ganglienzellen in das mediale Tectum ziehen. Gemäß der 
Hypothese, dass der angenommene, von ventral nach dorsal abnehmende RA-Gradient die 
Positionsspezifität der Ganglienzellen festlegt, wurde für Embryonen mit experimentell 
veränderter RA-Konzentration ein verändertes Projektionsmuster der Sehbahn erwartet 
(Abb. 9). Es wurde postuliert, dass eine Erhöhung der RA-Konzentration in der Augenanlage 
ventralisierend auf die retinalen Ganglienzellen wirkt. Folglich würden aus der dorsalen Retina 
stammende Fasern in die mediale Seite des optischen Tectums, anstelle der lateralen Seite, 
einwachsen. Dies wurde im zweiten Teil der Arbeit durch anterograde DiI-Markierung 
retinaler Ganglienzellen bei E13 und E18 untersucht.  
 
Von der Annahme ausgehend, dass das Axonlenkungsmolekül EphrinB1 das direkte 
Auswachsen von Axonen retinaler Ganglienzellen in ihre tectalen Projektionsziele dirigiert 
(Hindges et al., 2002), wurde analysiert, ob durch erhöhte RA-Konzentration in der Retina die 
molekulare EphrinB1-Konzentration verringert wird.  
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Abb. 9 Modell einer retinotectalen Projektion. Es wird postuliert, dass überschüssige RA in der dorsalen 
Retina die Projektion retinaler Ganglienzellen beeinflusst. Durch erhöhte RA-Konzentration könnten 
aus der dorsalen Retina stammende Axone, die normalerweise die laterale Seite des kontralateralen 
Tectums innervieren, in Richtung der medialen Tectumseite verschoben werden.  
 
 
3. Die Regulation der Expression der RA-synthetisierenden (RALDHs) und RA-oxidierenden 
(CYP26A1) Schlüsselenzyme für den Retinoid-Signalweg definiert den Aufbau des 
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dynamischen Gradienten an RA in der dorsoventralen Augenachse (Abb. 8). Um die Position 
der RA in der Signalkaskade der Kontrollgene, die die Augenachse festlegen, besser zu 
verstehen, sollte die Wirkung von Transkriptionsfaktoren auf diese Schlüsselenzyme der 
Retinoide getestet werden. Dazu wurden die Vorläuferzellen der Augenanlagen mit Retroviren 
infiziert, die die Transkriptionsfaktoren cVax oder Tbx5 überexprimieren. Die 
Expressionsmuster der Enzyme RALDH1, RALDH3 und CYP26A1 wurden bei E3,5 und E6,5 
mit Hilfe von in situ Sonden analysiert. 
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2 Material und Methoden 
2.1 In ovo Manipulation von Hühnerembryonen 
Hühnerstämme und Inkubation 
Für diese Arbeit wurde als Versuchstier das Haushuhn, Gallus gallus domesticus, White 
Leghorn verwendet. Für die meisten Versuche wurden die befruchteten Eier von einer Brüterei 
aus den Niederlanden bezogen (Kuikenbroederij van den Boom, Roermond), während für die 
RCAS-relevanten Versuche serum-pathogen-freie Eier von Charles River (Hannover, 50 
Stück) verwendet wurden. Es wurden insgesamt etwa 500 normale Eier verbraucht, die für 
folgende Versuchsteile bestimmt waren: 115 für die RT-PCR, 120 für die Pax2-
Immunhistochemie, 80 für die Elektroporation, 130 für das neuroanatomische Tracing und 55 
für die in situ Hybridisierung. Die Eier wurden bei 8 °C zwischengelagert, bis sie in einen 
Inkubator bei 38 °C und 65 % Luftfeuchtigkeit eingelegt wurden. Für die notwendigen 
Inkubationszeiten für das gewünschte Embryonalstadium diente das von Hamburger und 
Hamilton (1951) beschriebene Entwicklungsschema, das die Embryonen entlang ihres 
21-tägigen Entwicklungszeitraumes in 46 verschiedene Stadien anhand charakteristischer 
morphologischer Merkmale einteilt. Dadurch war der Zeitpunkt für beabsichtigte 
Manipulationen an den jeweils erwünschten Embryonalstadien zeitlich kontrollierbar. 
Zusätzlich zu den angegebenen Inkubationszeiten mussten vier bis fünf Stunden für die 
Erwärmung der Eier einkalkuliert werden.  
 
Im Folgenden sind die für diese Arbeit relevanten Entwicklungstage mit den entsprechenden 
HH-Stadien gegenübergestellt:     
 
 E2 HH10-11 
 E3,5 HH19-22 
 E6,5 HH30-31 
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Mikroinjektion von Lösungen 
Für alle durchgeführten Versuche wurden die Embryonen zunächst bis zum 
10-Somitenstadium herangezüchtet, das dem Stadium HH10 entspricht. Für die Präparation 
wurden die Eischalen an der Oberseite mit 70 % Ethanol gesäubert, mit einer stumpfen 
Pinzette geöffnet, und ein „Fenster“ von etwa 1,5 cm Durchmesser oberhalb des Embryos 
herausgeschnitten. Mit Hilfe eines Binokulars (Leica) und einer Kaltlichtquelle mit 
Blaulichtfilter (KL 1500 electronic) konnte der Embryo fokussiert werden. Für die Injektion 
einer Lösung wurde zunächst eine an einem vertikalen Elektrodenpuller (Mode 700C, David 
Kopf Instruments) scharf gezogene Glaselektrode (Innendurchmesser 0,8 mm, Clark 
Electromedical Ins., UK) an einen Nanoliterinjektor (World Precision Instruments, Sarasota) 
montiert. Mit dessen Hilfe wurde die Elektrode mit der zu injizierenden Lösung gefüllt, und die 
Spitze in anteriorer Richtung zeigend soweit durch die Vitellinmembran geführt, bis die 
Spitzenöffnung in das Prosencephalon einmündete. Durch Druckinjektion wurde ein Volumen 
von 10 nl so in das Prosencephalon eingebracht, dass aufgrund des Kapillareffektes eine 
gleichmäßige Verteilung der Lösung in Prosencephalon und Mesencephalon resultierte und die 
optischen Vesikel gefüllt waren. Im Stadium HH10 der Entwicklung liegt der Embryo noch 
planar vor, und der Blastoporus ist bereits geschlossen. Daraus ergibt sich im Bereich des 
Prosencephalons und Mesencephalons ein befüllbares Lumen, das vom Neuralepithel umhüllt 
wird.  
 
Je nach vorgesehener Versuchdurchführung wurden die Embryonen mit jeweils 10 nl all-trans 
RA (1 µM in 10 % DMSO/DMEM), Citral (0,1 M in 10 % DMSO/DMEM) oder Kontroll-
suspension (10 % DMSO/DMEM) druckinjiziert. Zur Visualisierung des Füllprozesses wurden 
die Injektionslösungen mit Fast Green dunkelgrün eingefärbt. Das Fenster wurde mit Tesafilm 
verschlossen und gegebenenfalls mit Alufolie abgedeckt, um die injizierte RA vor 
Lichteinwirkung zu schützen. Die Embryonen wurden bis zum Entwicklungstag 3,5 
weiterbebrütet. Die daran folgenden Präparationen unterschieden sich nach Art der 
Versuchsdurchführung und werden in den jeweiligen Kapiteln einzeln beschrieben.  
 
Mikroinjektion von Elektroporationsvektoren 
Für die ersten Elektroporationsversuche wurde eine zu einer Elektrode umgebaute 
Stahlpinzette verwendet. Damit ließ sich die Methode durchführen, jedoch ließen sich mit dem 
folgend skizzierten Versuchsaufbau aus dem MPI für Hirnforschung, Frankfurt, besser 
reproduzierbare Versuche durchführen. Die Ursache dafür ist, dass sich mit der dort 
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verwendeten negativen Elektrode das Prosencephalon durchstechen lässt. Durch den 
verringerten Abstand zwischen den Elektroden lassen sich gezieltere Elektroporationen 
erreichen. 
 
Im Unterschied zum RCAS-Virus müssen Elektroporationsvektoren mit Hilfe eines 
Spannungsfeldes direkt in das neurale Zellgewebe eingebracht werden. Als negative Elektrode 
diente ein 0,125 mm dicker Wolframdraht. Dieser wurde zuvor geschärft, indem ein etwas 
0,5 cm langes Endstück abgeknickt und mit dem Bunsenbrenner abgeflämmt wurde. Über eine 
Krokodilklemme wurde die Wolframelektrode an einem Mikromanipulator befestigt, der mit 
der negativen Elektrode verbunden war. Als positive Elektrode diente eine geschärfte 
Platinelektrode, die mit Hilfe einer Glaspipette manuell geführt wurde. Für das Einbringen der 
Elektroporationsvektoren in die embryonale Retina wurde zunächst das Prosencephalon befüllt. 
Dann wurde die Mitte des Prosencephalons vorsichtig und rasch mit der Wolframelektrode 
durchstochen. Die abgeknickte Spitze der Platinelektrode wurde mit PBS beträufelt und auf der 
Membran neben der rechten Augenanlage (ca. 1 mm Abstand) unter leichtem Druck aufgelegt. 
Ein pulsierendes Spannungsfeld wurde angelegt, indem 10 rechteckförmige Pulse von jeweils 
50 ms Dauer während einer Gesamtzeit von 1000 ms bei 10 Volt appliziert wurden. Als Maß 
für den Elektrodenabstand wurden etwa 4 mV pro mm berechnet, denn der resultierende 
Stromfluss sollte unterhalb von 30 mA liegen, um letale Effekte auszuschließen (Itasaki et al., 
1999). Durch die Spannungsdifferenz wird eine kurzzeitige Porenöffnung der Zellmembran 
hervorgerufen, durch die die virale DNA unilateral in Richtung Anode transportiert werden 
kann. Nach erfolgter Elektroporation wurde die Wolframelektrode rasch herausgezogen, um 
ein Anhaften des embryonalen Gewebes zu vermeiden. Das Ei wurde mit Tesafilm 
verschlossen und weiterbebrütet, um die Expression der injizierten DNA zu erlauben.  
 
Zur Injektion des RCAS-Bluescript CYP26A1-Elektroporationsvektors wurde mit serum-
pathogen-freien Hühnerembryonen (SPAFAS, Charles River) gearbeitet. Der Grund dafür ist, 
dass die von einer gängigen Brüterei bezogenen White Leghorn Hühnerembryonen in der Regel 
mit Rous Sarkoma Viren infiziert sind. Eine Zelle kann aber nicht von zwei Arten von RCAS-
Viren befallen werden. Dieser Schutz einer Wirtszelle vor Superinfektion wird über 
Rezeptoren signalisiert, die für fünf unterschiedliche Untergruppen viraler Oberflächenproteine 
(A, B, C, D und E) kodieren (Hughes, 2002). Zum Test, ob die Zellen des normalen 
Hühnerstammes dennoch superinfiziert werden konnten, wurden Retinen mit einem RCAS-
GFP Virus der Variante A infiziert und auf fluoreszierende Zellen kontrolliert. Da als Resultat 
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keine Fluoreszenz detektierbar war, kann davon ausgegangen werden, dass der verwendete 
RCAS-Bluescript Elektroporationsvektor der Variante A die Zellen normaler Hühner-
embryonen nicht infizieren kann. Wird ein nicht-virales Expressionsplasmid für GFP 
(pCAGGS) unabhängig mit dem Elektroporationsvektor koinfiziert, so kann eine Fluoreszenz 
im retinalen Gewebe hervorgerufen werden (Abb. 10). 
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Abb. 10 Fluoreszenzsignale nach der Elektroporation von GFP-pCAGGS mit Hilfe einer 
Stahlelektrode in die ventrale Augenanlage (links) und die Linse (rechts) des Hühnerembryos im 
Stadium HH20. Der Maßstabsbalken entspricht jeweils 100 µm. 
 
 
2.2 Experimente mit replikationskompetenten Retroviren 
Mikroinjektion von RCAS-Viren 
Der RCAS-cVax Vektor und der RCAS-CYP26A1 Vektor wurden von Dr. Dorothea Schulte, 
MPI Frankfurt, zur Verfügung gestellt. Um die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen 
Infektion zu erhöhen, wurden für die Transfektionsexperimente dieser Studie serum-pathogen-
freie Hühnerembryonen (SPAFAS „Line 0 Stämme“) von Charles River (Hannover) 
verwendet, wie unter 2.1 erläutert. Für die erleichterte Infektion des Gewebes wurde die virale 
Suspension jeweils mit 1/10 Polybrene (10 x) gemischt. Es wurde darauf geachtet, beide 
Augenvesikel so zu befüllen, dass die Viren bis an das Neuralepithel heranreichten, und eine 
Kontaktaufnahme wahrscheinlich war. Anschließend wurden die Eischalen wieder mit 
Tesafilm verschlossen und die Embryonen weiter inkubiert.  
 
 
 
Material und Methoden 22 
Wirkungsweise von RCAS-Viren 
Alle für den Gentransfer verwendeten retroviralen Vektoren stammen ursprünglich von 
natürlich vorkommenden Proviren ab. Ein Provirus entspricht der doppelsträngigen DNA eines 
Retroviruses, der im Chromosom einer Wirtszelle integriert ist. Das Provirus wird durch 
reverse Transkription von einzelsträngiger, viraler, genomischer RNA generiert. In einem 
infektiösen Virus sind zwei Stränge genomischer RNA enthalten, die die allgemeinen 
Strukturmerkmale eukaryotischer mRNA besitzen. Ein Virus mit intakten, viralen strukturellen 
und regulatorischen Genen wird als replikationskompetent bezeichnet. Es kann eine Wirtszelle 
infizieren, in das Wirtsgenom integrieren, die viralen strukturellen Gene transkribieren und 
translatieren, sowie neue infektiöse Partikel aufbauen. Das eingebaute Genkonstrukt wird in 
jeder neu infizierten Zelle koexprimiert. Die Erkennung der Zielzelle durch das Retrovirus 
findet zwischen den Hüllproteinen auf der Virenoberfläche und den viralen Rezeptoren auf der 
Wirtszelloberfläche statt. Nach der Fusion der viralen und zellulären Membranen wird im 
Wirtszytoplasma die einzelsträngige virale RNA über die virale Reverse Transkriptase in eine 
doppelsträngige DNA umgeschrieben. Diese gelangt durch die Nukleusmembran in den 
Zellkern und wird durch Aktivität der viralen Integrase in die Wirts-DNA inseriert. Die 
Aktivität des viralen Promoters variiert mit der Insertionsstelle in der Wirts-DNA. Das 
Provirus kann durch seine Integration ein Gen unterbrechen, seine Expression verringern oder 
erhöhen. Wird die virale DNA in das Wirtsgenom eingebaut, so gibt es eine permanente 
Infektion; die infizierte Zelle und alle seine Nachkommen tragen dann endogen das Virus.  
 
Die verwendeten retroviralen Vektoren des Vogels wurden ursprünglich im Rous Sarkoma-
Virus generiert. Rous Sarkoma-Viren werden in die Gruppe der ASLVs (Avian sarkoma and 
leukemia viruses) eingeordnet und zeichnen sich durch das Tragen eines vom Wirt abgeleiteten 
Onkogens aus, dem src. Diese src-Schnittstelle wird im viralen Konstrukt durch eine ClaI 
Restriktionsstelle ausgetauscht, um an dieser Stelle ein Transgen mit einer Größe von bis zu 
2,4 kb inserieren zu können. Zur Herstellung größerer Mengen proviraler DNA in vitro werden 
diese konstruierten Viren mit dem neuen exogenen Gen in Zellen einer geeigneten 
Wirtszelllinie transfiziert, die z.B. aus einer Zellkultur von Körperzellen eines Hühnerembryos 
gewonnen werden. Diese Produktionszellen generieren große Mengen von infektiösen Viren 
und entlassen sie in das Medium. Der Überstand wird gesammelt, aufkonzentriert und kann 
dann für die Infektion von Zellen verwendet werden (Fekete und Cepko, 1993; Cepko et al., 
1998; Morgan und Fekete, 1996; Hughes, 2002). 
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2.3 Immunohistochemische Arbeitsmethoden 
Kryostatschnitte von embryonalem Gewebe 
Die Embryonen wurden nach einer auf die Behandlung folgenden zweitägigen Bebrütungszeit 
bei E3,5 aus dem Ei herauspräpariert. Dazu wurde der Embryo mit einer Mikroschere (Fine 
Science Tools) vom äußeren Blutkreislaufsystem rundherum abgetrennt, vorsichtig mit einer 
stumpfen Pinzette in eine mit PBS gefüllte Petrischale übertragen, und die äußere Membran 
entfernt. Die in Paraformaldehyd (4 %) fixierten Embryonen wurden zunächst zur 
Kryoprotektion in eine 30 % Saccharoselösung in 0,1 M Phosphatpuffer überführt. Nach dem 
Absinken wurden die Gehirne in Tissue Tek (Sakura) ausgerichtet, eingefroren und bei minus 
20 °C, in 20 µm dicke Frontalscheiben entlang der dorsoventralen Achse geschnitten. Diese 
Scheiben wurden nach jedem Schnitt flach ausgebreitet, mit dem gelatinisierten Objektträger 
aufgenommen, und nach der Trocknung einer Färbeprozedur unterzogen. 
 
Immunhistochemische Färbung 
Zum Nachweis Pax2-positiver Zellen wurden die Schnitte zunächst mit H2O2 (0,3 %) in 
Methanol präinkubiert (10 Minuten), um unspezifische Peroxidasen abzublocken. Die 
Präparate wurden dreimal für 10 Minuten in Phosphatpuffer und Triton-X-100 (0,4 %) 
gewaschen. Triton perforiert die Zellmembranen, erleichtert somit die Penetration der 
Antikörper in die Zelle, und erhöht die Zahl der zugänglichen Epitope. Anschließend wurden 
die Gewebsschnitte mit Normal Goat Serum (4 %) in Phosphatpuffer und Triton-X-100 
(0,04 %) für eine Stunde behandelt, um unspezifische Bindungsstellen für den später 
eingesetzten Sekundärantikörper abzublocken. Das Gewebe wurde mit dem Primärantikörper 
(Kaninchen, polyklonal, 2,5 mg/ml) gegen den zellulären Transkriptionsfaktor Pax2 über 
Nacht (ü.N.) inkubiert. Der Überschuss ungebundener Primärantikörper wurde durch 
dreimaliges Waschen der Schnitte (5 Minuten) in Phosphatpuffer entfernt. Anschließend wurde 
das Gewebe mit einem biotinylierten Sekundärantikörper (Anti-Kaninchen, aus der Ziege, 
1:1000) in Triton-X -100 (0,04 %) und Phosphatpuffer für zwei Stunden inkubiert. Zum 
Nachweis der Bindestellen wurde die Avidin-Biotin-Methode (ABC) durchgeführt, wobei  die 
biotinylierten Sekundärantikörper mit einem Avidin-Peroxidase Komplex nachgewiesen 
werden. Die Schnitte wurden mit je einem Tropfen A und B des Kits in PBS mit 0,5 % Triton 
und 1 % BSA für 1,5 Stunden in der feuchten Kammer inkubiert und dreimal (5 Minuten) in 
PBS gewaschen. Für den Peroxidasenachweis wurde das Gewebe mit den Substraten 
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Diaminobenzidintetrahydrochlorid (0,48 mg/ml), H2O2 (0,03 %) und NiSO4 (20 %) in Acetat-
Imidazol Puffer (pH 6,5) inkubiert. Die Peroxidase setzt aus H2O2 Sauerstoffradikale frei 
(H2O2 ↔ H2O + O*), die das DAB aufoxidieren und zu einem dunklen Niederschlag ausfallen 
lassen. Durch NiSO4 wird die Schwärzung des Niederschlages intensiviert. Die Entwicklung 
wurde in Acetatimidazolpuffer (pH 7,2) abgestoppt, und die Schnitte ein weiteres Mal in 
Phosphatpuffer gewaschen. Die über Nacht getrockneten Schnittpräparate wurden in einer 
aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 90 %, 96 %, 100 %, 100 %) und Xylol (100 %) dehydriert 
und mit dem Eindeckmedium Aquapolymount eingedeckelt. Die immunhistologischen 
Präparate wurden mit Hilfe einer an einem Axiophot (Zeiss) angeschlossenen Digitalkamera 
(Axiocam) dokumentiert. 
 
 
2.4 RT-PCR 
Präparation von Gesamt-RNA aus embryonalem Gewebe 
Für die Isolation der Gesamt-RNA (tRNA, mRNA und rRNA) aus dem Gewebe wurde eine 
Phenol-Chloroform-Extraktion nach Chomcynski und Sacchi (1987) durchgeführt. Jeweils 
zwei frisch präparierte Retinen (E3,5) wurden in 500 µl Trizol homogenisiert und für 
5 Minuten inkubiert. Nach der Zugabe von 100 µl Chloroform und der anschließenden 
Zentrifugation (13.000 g, 4° C) bildeten sich drei Phasen aus. Die RNA wird in die wässrige 
Phase ausgeschüttelt, die Proteine werden in die organische Phase, und weitere Zellbestandteile 
werden in die Interphase aufgenommen. Die wässrige Phase wurde mit 250 µl Isopropanol 
versetzt, bei minus 20 °C für 30 Minuten inkubiert und zentrifugiert (13.000 g, 4 °C). Dadurch 
wird die RNA präzipitiert und die Lösung von Phenolresten gesäubert. Für ein besser 
sichtbares Pellet kann optional 1 µl Glykogen hinzugegeben werden, das in der wässrigen 
Phase verbleibt und mit der RNA kopräzipitiert. Die RNA wurde mit 500 µl kaltem Ethanol 
(75 %, -20 °C) von wässrigen Bestandteilen befreit und durch Zentrifugation (7500 g, 10 min) 
ein zweites Mal gefällt. Schließlich wurde das Ethanol abgezogen, das Präzipitat durch kurze 
Lufttrocknung von der alkoholischen Phase gesäubert, in 40 µl DEPC-behandeltem Wasser 
resuspendiert und bei 55 °C für 10 Minuten inkubiert. Die RNA wurde bei -70 °C aufbewahrt.  
 
Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA Probe 
Die RNA-Konzentration kann nach folgender Formel mit Hilfe des für RNA spezifischen 
Multiplikationsfaktors direkt aus der Absorptionsmessung bei λ = 260 nm berechnet werden: 
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 E260 x Verdünnungsfaktor x 40 ng/µl [RNA] = X ng/µl 
 
Dabei sollte sicher gestellt sein, dass sich ausschließlich RNA in der Probe befindet, da bei 
260 nm alle Nukleinsäuren absorbieren. Aus dem Verhältnis OD260/OD280 erhält man eine 
Aussage über die Proteinkontamination in der Lösung, da Proteine ihr Absorptionsmaximum 
bei 280 nm haben. Für eine angemessene Reinheit der RNA wird ein Wert dieses Quotienten 
zwischen 1,7 und 1,9 vorausgesetzt (Mülhardt, 2003). 
 
DNAse Behandlung 
Für den Verdau von restlichen DNA-Spuren in der isolierten RNA wurden in einem 45µl-
Ansatz folgende Substanzen zusammenpipettiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert: 
  6,25  µl   RNA (insgesamt 2,5 µg) 
  5,0    µl   DNAse I (Desoxyribonuclease I)  
  5,0    µl   DNAse I Reaktionspuffer 
28,75  µl   DEPC-Wasser 
 
Danach wurde während einer weiteren Inkubation bei 65 °C (10 Minuten) durch Zugabe des 
Komplexbildners EDTA (5 µl) die DNAse inaktiviert.  
 
Reverse Transkription 
Von der behandelten RNA wurden jeweils 500 ng (10 µl) für die Reverse Transkription 
eingesetzt. Für einen 20 µl Transkriptionsansatz wurden zu der RNA in angegebener 
Reihenfolge folgende Substanzen zusammenpipettiert, zentrifugiert und für 1 Stunde bei 37 °C 
inkubiert: 
  2,0   µl   Reaktionspuffer  (10 x), 
  2,0   µl   dNTP-Mix  (5 mM), 
  2,0   µl   Oligo(dT)12-18Primer  (0,5 mg/µl), 
  0,25 µl   RNAse Inhibitor  (40 U/µl), 
  1,0   µl   Omniscript Reverse Transkriptase  (40 U/µl), 
  2,75 µl   RNAse freies Wasser und 
10,0   µl   RNA. 
 
Während der Inkubation hybridisieren die Oligo-dT Primer mit dem Poly(A)-Schwanz 
(3´-Ende) der mRNA. Durch die aus Retroviren isolierte Reverse Transkriptase (RNA-
abhängige DNA-Polymerase aus Moloney murine leukemia virus, MMLV-RT) werden die 
angebotenen NTPs komplementär zur RNA-Matrize zu einer cDNA synthetisiert. Die Reverse 
Material und Methoden 26 
Transkriptase katalysiert außerdem die Verdauung der RNA des RNA:DNA Hybrides sowie 
die anschließende Synthese der komplementären DNA. 
 
Konventionelle PCR 
Die semiquantitative PCR wurde dafür verwendet, die relative Menge einer in der embryonalen 
Retina exprimierten mRNA zu bestimmen. Nach der reversen Transkription wurde die 
erhaltene cDNA in einem PCR-Ansatz amplifiziert. Der Reaktionsansatz für ein Endvolumen 
von 20 µl setzte sich folgendermaßen zusammen: 
2,0 µl   cDNA (25 ng insgesamt) 
0,4 µl   Antisense-Primer  (10 pM/µl, 0,5 µM Endkonzentration), 
0,4 µl   Sense-Primer  (10 pM/µl, 0,5 µM Endkonzentration), 
7,2 µl   DEPC-behandeltes Wasser und 
                           10,0 µl   Ready Mix RedTaq PCR (1,5 U). 
 
Für die Amplifikation von BMP4, Pax2, Tbx5 und EphrinB1 wurde jeweils 25 ng Gesamt-
RNA entsprechende cDNA eingesetzt. Die Proben wurden zunächst für 3 Minuten bei 94 °C 
denaturiert. Darauf folgten 28 Amplifikationsschleifen, in denen die Denaturation (94 °C, 
30 Sekunden), das Annealing (58 °C, 45 Sekunden) und die Elongation (72 °C, 90 Sekunden) 
wiederholt, und durch eine letzte Verlängerungsphase (72 °C, 10 Minuten) abgeschlossen 
wurden. Die Amplifikation der PCR Produkte vollzieht sich in drei Phasen, der Anfangsphase, 
der exponentiellen Phase und der Plateauphase. Nur in der exponentiellen Phase besteht ein 
nachvollziehbarer Zusammenhang zwischen der Ausgangsmenge und der Produktmenge. Die 
notwendige Anzahl der Zyklen für eine sinnvoll nachweisbare Produktmenge innerhalb des 
exponentiellen Bereiches wurde empirisch für jeden Primer erfasst und entsprach 29 Zyklen für 
BMP4, Tbx5 und EphrinB1, und 30 Zyklen für Pax2. Um die Signalstärke von GAPDH 
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) als Kontrolle im Parallelansatz unterhalb der 
Sättigungsphase zu halten, wurde die cDNA für die Amplifikation im Verhältnis 1/40 verdünnt 
(0,6 ng RNA). 
 
Mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese (1,5 % Gel, Nachweis mit Ethidiumbromid) wurde 
die wahrscheinliche Identität der amplifizierten PCR-Fragmente entsprechend ihrer Größe (in 
Basenpaaren, bp) ermittelt, und später mit Hilfe der Sequenzierung verifiziert. Die im Gel 
erhaltenen DNA-Signale wurden mit Hilfe des Gelauswertesystems und der Software von LTF 
(BIO-1D, Labortechnik, Wasserburg) densitometrisch analysiert. 
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Primersequenzen 
Die verwendeten Primersequenzen wurden mit Hilfe des Programms „Primer3“ ausgewählt 
und bei MWG synthetisiert: 
BMP4 right: 5´- GCT GAG GTT GAA GAC GAA GC-3´ 
BMP4 left: 5´-AGT CCG GAG AAG AGG AGG AG-3´ 
Tbx5 right: 5´-CTC CTG GGA ACA ACT GGG TA-3´ 
Tbx5 left: 5´- GCT CCA AGA ACA CTG CCT TC-3´ 
Gapdh right:  5´-CCT CTC TGG CAA AGT CCA AG-3´ 
Gapdh left:  5´- CAT CTG CCC ATT TGA TGT TG-3´ 
EphrinB1 right: 5´-ACT CCA GGC CCA TGT AGT TG-3´ 
EphrinB1 left: 5´- CCG TCC AAG CCT TAC GAT TA-3´ 
Pax2 right: 5´-AGT GCC ACC ATC TCT GCT CT-3´ 
Pax2 left: 5´-CTC CTG CAC TCC CAA GAC TC-3´ 
 
 
Real-time PCR 
Für die relative Quantifikation der amplifizierten mRNA-Proben wurde zusätzlich die RT-PCR 
mit dem Light Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) durchgeführt. Dabei wurden 
die gleichen Primer wie für die semi-quantitative RT-PCR verwendet. Für die Detektion der 
Amplikons dienten die dazugehörige Light Cycler Software (Version 3) und der Light Cycler 
Kit QuantiTect SYBR Green (Qiagen, Hilden, Germany). Darin enthalten ist eine spezielle 
DNA Polymerase mit deren Hilfe eine Hot Start-PCR durchgeführt werden kann, weil sie erst 
durch eine 15-minütige Inkubation bei 95 °C aktiviert wird, und keine Enzymaktivität bei 
Raumtemperatur zeigt. 
  
Auf die erste Denaturation (95 °C, 15 Minuten) folgend, durchliefen die Proben in 
Parallelansätzen 42 Zyklen. Ein Zyklus umfasste die Denaturation (95 °C, 15 Sekunden), das 
Annealing (56 °C, 20 Sekunden) und die Elongation (72 °C, 20 Sekunden). An den 42. Zyklus 
wurde eine letzte Elongation angeschlossen (78 °C, 5 Minuten). Damit dauerte das Programm  
insgesamt 115 Minuten. Das Fluoreszenzsignal wurde bei einer Temperatur von 78 °C, d.h. 
über dem Schmelzpunkt möglicher Primerdimere, gemessen. Anhand ihrer Basenpaar-Größe 
wurden die PCR-Produkte nach einer Gelelektrophorese mit Hilfe eines 1000 bp Markers 
charakterisiert. Die PCR-Produkte konnten durch die zusätzlich vom Programm erfassten 
Schmelzkurven anhand ihrer charakteristischen Schmelzpunkte auf ihre Reinheit kontrolliert 
werden. Die charakteristischen Schmelzpunkte für die verwendeten Fragmente waren 81 °C für 
Gapdh, 86 °C für BMP4, 82 °C für Tbx5 und 84 °C für EphrinB1. Die Evaluation der 
Amplifikation basierte auf der Eigenschaft des Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green in Lösung 
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schwach, und bei Anlagerung an die DNA Doppelhelix, stark zu fluoreszieren. Nach jedem 
Zyklus wurden bei 78 °C die Fluoreszenzwerte registriert, die die jeweilige Gesamt-DNA 
repräsentieren. 
 
Prinzip der Realtime-PCR 
Ein Reaktionsprofil zeigt typischerweise zunächst eine Grundphase, eine exponentielle 
Wachstumsphase und eine Plateauphase. Der Übergang von der Grundphase in die 
exponentielle Phase wird definiert, wenn das Fluoreszenzsignal des akkumulierten PCR 
Produktes das Rauschen der Grundfluoreszenz übersteigt. Die Sättigungsphase wird durch den 
Abfall des Wirkungsgrades der Reaktion eingeleitet. Die quantitative Information ist 
ausschließlich in der exponentiellen Phase präsent. Idealerweise wird die Amplifikationskurve 
in der mittleren exponentiellen Phase durch die Gleichung (1) beschrieben, 
 
(1) Cn = C0 x 2n, 
 
wobei Cn die Summe der Produkte bei Zyklus n, Co die eingesetzte Anfangsmenge, und „2“ 
den maximal möglichen Wirkungsgrad der Amplifikation repräsentiert, wenn jedes PCR 
Produkt in jedem Zyklus repliziert wird. Die Wirkungsgrade in der Amplifikation 
(Primereffekt a) von Ziel- und Referenzsequenzen sind normalerweise unterschiedlich, da es 
Unterschiede in den Bindestellen der Primer, den Produktsequenzen und der Produktgröße 
gibt. Da der tatsächliche Wirkungsgrad a eines Primers zunächst empirisch erfasst werden 
muss, wird die Gleichung (1) korrigiert zu 
 
(2) Cn = C0 x an mit a ≤ 2.  
 
Bei zwei eingesetzten cDNA-Konzentrationen gilt: 
 
       C1/C2 = a -∆cp, mit ∆cp  = cp1-cp2 
 
(3a) lg C1/C2 = -∆cp x lg a 
(3b)  a = 10 ((lg C1/C2)/- ∆cp)       
Wenn C1/C2 = 2 gilt: 
(4a)  a = 10 (0,301/-∆cp) 
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Für die Ermittlung des Schnittpunktes (crossing point, cp) eines Reaktionsprofils wird an 
einem definierten Punkt der Y-Achse zu Beginn der exponentiellen Phase eine durch das Profil 
führende Horizontale angelegt (noise band). Der Schnittpunkt entspricht dem Zyklus, an dem 
das Reaktionsprofil die Horizontale schneidet.  
 
Für die Erfassung der Replikationsstärke jedes Primerpaares werden Ansätze mit 3 bis 5 
unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen innerhalb eines PCR-Laufes getestet, wobei die 
Konzentration des untersuchten Gens innerhalb des ausgewählten Kalibrierungsbereiches 
liegen sollte. Die jeweils erhaltenen Schnittpunkte (für cp) werden gegen die eingesetzte 
Ausgangskonzentration aufgetragen, und davon wird eine Regressionsgerade berechnet. Zu 
zwei auf dieser Geraden liegenden Punkten von tatsächlich eingesetzten Konzentrationen mit  
C1 = 2C2 werden die Schnittpunkte cp1 und cp2 berechnet, und als -∆cp in die Gleichung (4a) 
eingesetzt. Dadurch kann die Effizienz a eines jeweiligen Primers bestimmt werden. Die 
Primereffizienz a wird definiert durch den Faktor, der der Vermehrung der jeweiligen DNA-
Fragmente pro Zyklus entspricht. Er wird verwendet, um die ursprünglich in die PCR 
eingesetzte cDNA Menge zu quantifizieren. So kann das Verhältnis zwischen den 
ursprünglichen Konzentrationen eines Probenpaares ausgerechnet werden: 
 
Cexperiment /Ccontrol = a -∆cp  
∆cp = cpexperiment –cpcontrol 
 
In dieser Arbeit wurde die Primereffizienz a für GAPDH, BMP4, Tbx5 und EphrinB1 aus dem 
Probenmaterial der embryonalen Augenanlage des Huhns ermittelt. Zur relativen 
Quantifizierung wurde das Referenzgen Gapdh verwendet. Idealerweise entsprechen sich die 
Konzentrationen der Kontroll- und Versuchsproben und ergeben eine Differenz der 
Schnittpunkte von null: 
 
(7a) (Cexperiment /Ccontrol) Gapdh = a -∆cp  = 1 
 
Im Experiment stellt sich häufig eine Konzentrationsdifferenz der cDNA-Proben heraus, so 
dass für jeden Versuchsansatz der Korrekturfaktor Q berechnet wird. 
 
(7b) (Cexperiment /Ccontrol) Gapdh = a -∆cp  = Q 
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Dieser Quotient wird für den Konzentrationsvergleich eingesetzt.  
 
Statistische Auswertung 
Die aus der semi- und quantitativen RT-PCR erhaltenen Daten wurden mit Hilfe des t-Testes 
auf Signifikanz geprüft. Dabei wurde ein einheitliches Signifikanzniveau mit der 
Wahrscheinlichkeit p = 0,05 festgelegt. 
 
Sequenzierung 
Die Proben mussten vor der Sequenzierung zunächst aufgereinigt werden. Dazu wurden 
3 x 45 µl Ansätze (RedTaq) pro Primer (Gapdh, BMP4, Tbx5, EphrinB1, Pax2) mit je einem µl 
cDNA hergestellt. Davon wurden jeweils 5 µl in einer Elektrophorese aufgetragen, um die 
Kontamination der PCR-Produkte in Form von zusätzlichen Banden zu überprüfen. Die 
Produkte wurden mit der NucleoSpin Extrakt Methode (Machery-Nagel, Roche) aufgereinigt, 
die auf der Adsorption der Nukleinsäuren an eine Silicagelmembran basiert. Durch 
ethanolhaltige Puffer wurden die Kontaminationen eluiert, und die gereinigte DNA in einem 
alkalischen Puffer (5 mM Tris-Cl, pH 8,5) von der Säule aufgefangen. Für das einzusetzende 
Auffangvolumen wurde die relative Dichte der zuvor im Gel aufgetragenen Banden 
abgeschätzt. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden mit Hilfe einer 1 kb DNA Leiter 
charakterisiert. Zur ungefähren Bestimmung der erhaltenen DNA-Konzentration wurde 
zusätzlich eine 100 bp DNA Leiter aufgetragen, mit deren aufsteigender Fluoreszenzstärke 
aufeinander folgender Basenpaarbanden die jeweilige Konzentration einer Probe festgestellt 
werden konnte. Die anschließende DNA-Sequenzierung wurde von Zeda, Fraunhofer Institut 
Aachen, mit Hilfe eines automatischen Sequenziergerätes durchgeführt, und erfolgte nach dem 
DNA-Kettenabbruchprinzip von Sanger et al. (1977). Für die Sequenzierung wurden 
Didesoxynucleotide, eine Taq DNA Polymerase und ein Thermocycler verwendet, und die 
Fragmente in einer Kapillarelektrophorese aufgetragen. Die mit vier unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen markierten Didesoxynucleotide wurden lasertechnisch angeregt und die 
entsprechende Fluoreszenz mit einer CCD Kamera (charge coupled device) detektiert. Das 
Ergebnis der Sequenzierung, eine vierfarbige Sequenz, wurde mit dem 
Sequenzierungsprogramm BioEdit aufgenommen und die Identität der DNA wurde mit Hilfe 
von BLAST aus der Gendatenbank überprüft.  
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2.5 Whole mount in situ Hybridisierung 
Präparation der Embryonen und Retinen 
E6,5 Embryonen wurde dekapitiert und die Gehirne in eine mit PBS gefüllte Petrischale 
überführt. Die Augen wurden abgetrennt und von anhängendem Gewebe befreit. Mit zwei 
scharfen Pinzetten (Dumont 55) wurde die Sklera vom Pigmentepithel rundherum abgezogen. 
Die Linse wurde entfernt, und der Glaskörper aus dem Auge herausgezogen. Dabei musste 
darauf geachtet werden, dass zum einen die Retina unterhalb des Flüssigkeitspegels gehalten, 
und zum anderen der periphere Ring der Retina nicht aufgerissen wurde. Mit einem 
perforierten Löffel wurde die Retina aufgenommen, und sehr zügig in frisches PFA übertragen, 
um ihr Zusammenfallen zu vermeiden. Die optische Fissur blieb dadurch sichtbar, dass meist 
etwas Pigmentepithel haften blieb, und ein Stück des optischen Stiels herausragte. Die Retinen 
können in PFA über Monate bei 4 °C aufbewahrt werden.  
 
Verwendete Plasmidkonstrukte und Herstellung von in situ Hybridisierungssonden 
Die für die Generierung von Sonden notwendigen Plasmidkonstrukte wurden von 
unterschiedlichen Kooperationspartnern zur Verfügung gestellt, die unten genannt werden. 
Üblicherweise werden wenige Mikroliter amplifizierter Plasmidkonstrukte versendet, in denen 
das entsprechende cDNA Fragment subkloniert ist. Neben der Gruppe der Plasmide variieren 
jeweils die Restriktionsstellen, die die inserierte cDNA flankieren, sowie die zur Ablesung der 
Sonde notwendigen RNA-Polymerasen (T7, T3 oder Sp6). Die Amplifikation der Vektoren 
erfolgt üblicherweise mittels Mini- oder Maxipräparation: Die Vektoren werden durch 
spezielle Restriktionsenzyme linearisiert, die DNA mit Phenol/Chloroform extrahiert, und mit 
Lithium-Chlorid/Ethanolfällung aufgereinigt. Zur Qualitätskontrolle und Quantifizierung der 
DNA werden dann Agarose-Gelelektrophoresen und densitometrische Bestimmungen 
durchgeführt. Alternativ wurden in dieser Arbeit die Vektoren in eine PCR eingesetzt, um die 
Prozedur der Maxipräparation, z.B. die Anzucht von Bakterienstämmen, zu umgehen. Für die 
Amplifizierung von Sonden-DNA, die in Bluescript-Plasmiden inseriert ist, wurde eine PCR 
mit right und left Primern für M13 durchgeführt. Die Primerbindestellen für M13, ursprünglich 
subkloniert aus dem filamentösen M13-Bakteriophagen, flankieren die inserierte DNA. Der 
PCR-Ansatz wurde für ein Volumen von 50 µl hergestellt, mit 28 µl PCR Mix, 10 µl DEPC-
Wasser und 1-2 µl Plasmidkonstrukt der Minipräparation versetzt, und mit 35 Zyklen bei einer 
Annealingtemperatur von 60 °C für die M13 Primer durchgeführt.  
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In vitro Transkription zur Herstellung Digoxigenin-markierter RNA-Sonden 
Das PCR-Produkt wurde für die in vitro Transkription zur Generierung von Digoxigenin-
markierten RNA-Sonden weiterverwendet. Die Gegensinn-cRNA-Sonde bildet das 
komplementäre Gegenstück zur zellulären mRNA und wird als Nachweis der mRNA 
Expression verwendet. Für einen 20 µl-Transkriptionsansatz wurden folgende Substanzen 
zusammengefügt und 2 Stunden bei 37°C inkubiert: 
 
7 µl  DEPC-Wasser, 
4 µl  Transkriptionspuffer (5 x),  
2 µl  Digoxigenin labeling Mix (10 x),  
5 µl  PCR-Produkt,  
1 µl  RNAse Inhibitor,  
1 µl  RNA-Polymerase (T3, T7 oder Sp6).  
 
Darauf erfolgte 15 Minuten lang der Verdau der DNA-Matrize durch Inkubation mit 2 µl 
DNAse. Danach wurde die DNAse durch Hinzufügen von 2 µl EDTA inaktiviert und für 
10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Die RNA wurde mit 50 µl DEPC-behandeltem Wasser 
aufgenommen, und durch Zugabe von 8 µl LiCl (4 M), sowie 180 µl Ethanol (RNAse frei, 
100 %) ü.N. bei -20 °C präzipitiert. Nach Zentrifugation für 30 Minuten bei 4 °C wurde der 
Überstand abgezogen und das Pellet mit Ethanol (80 %) gewaschen. Das getrocknete Pellet 
wurde in 20 µl TE/SDS-Puffer aufgenommen und für 10 min bei 37 °C im Heizblock 
inkubiert. Die RNA-Sonden wurden bei – 80°C aufbewahrt. 
 
Vektoren 
Es wurden folgende Vektoren zur Verfügung gestellt. Der Vollständigkeit halber werden, 
soweit bekannt, die zur Herstellung von cRNA-Sonden notwendigen Restriktionsenzyme und 
RNA-Polymerasen angegeben: 
 
cRaldh1/pBluescript: von Rosaline Godbout, Cross Cancer Institute, Alberta, Canada. Zur 
Linearisierung des 1,8 kb Fragmentes wird das Restriktionsenzym Cla1 verwendet. Die 
Gegensinn-Sonde wird unter Verwendung der T3 RNA-Polymerase in vitro transkribiert. 
 
cEphrinB1/pBluescript: von Todd McLaughlin, Salk Institute, La Jolla, Kalifornien. Die 
EphrinB1–DNA ist inseriert zwischen EcoRI und NotI. Zur Herstellung der Gegensinn-Sonde 
(650 bp) wird der Vektor mit EcoRI linearisiert und mit der T7 RNA-Polymerase transkribiert.  
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cVax/pBluescript: von Dorothea Schulte, MPI Frankfurt. Die Gegensinn-Sonde wird 
ausgehend vom T7-Promoter synthetisiert (800 bp).  
 
cCyp26a1/pBluescript: von Dorothea Schulte, MPI Frankfurt. Zur Herstellung der Gegensinn-
Sonde wird ein 1,7 kb langes Fragment verwendet, das von Hind III und BamH1 eingefasst 
wird. Diese Sonde wird vom ausgehend T3-Promoter synthetisiert. 
 
Verwendete Primer: 
M13/pUC(-47):  5´-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC CAG- 3´  
M13-right(-21):  5´-TGT AAA ACG ACG GCC AGT- 3´  
M13-left:            5´-AAA CAG CTA TGA CCA TG- 3´  
 
In situ Hybridisierung 
Die Embryonen bzw. Retinae für die in situ Hybridisierung wurden in RNAse freier PBS 
sauber präpariert, und ü.N. in 4 % PFA/PBS bei 4 °C und leichter Bewegung fixiert. Am 
folgenden Tag wurde das Gewebe zweimal in PBST gewaschen, einer aufsteigenden 
Methanolreihe ausgesetzt (25 %, 50 %, 75 % Methanol in PBST), und zweimal in 100 % 
Methanol gewaschen. Wenn nicht anders angegeben, erfolgten die einzelnen Waschschritte 
jeweils für 5 Minuten bei leichter Bewegung und Raumtemperatur (RT). Die 
Embryonen/Retinen können in 100 % Methanol bei minus 20 °C für mehrere Monate 
aufbewahrt werden, sollten jedoch mindestens 20 Minuten eingefroren werden, falls direkt die 
in situ Hybridisierung erfolgen soll. Sämtliche Lösungen wurden mit Wasser der Nanopur-
Anlage hergestellt. 
 
Tag 1: Rehydrieren und Hybridisieren 
Die Embryonen/Retinen wurden in einer absteigenden Methanolreihe (75 %, 50 %, und 25 % 
in PBST) rehydriert und zweimal in PBST gewaschen. Um die Retinen in den E3,5 Embryonen 
den Sonden zugänglich zu machen, wurden die Tecta mit einer scharfen Pinzette perforiert. 
Retinen des Embryonaltages 6,5 wurden flachpräpariert und in Nylonnetzchen eingeschweißt. 
Anschließend wurde das Gewebe zum Bleichen des restlichen Pigmentepithels sowie zum 
Unterdrücken endogener alkalischer Phosphatasen für 30 bis 60 min mit 6 % H2O2 in PBST 
behandelt, und dreimal in PBST gewaschen. Die Proteinase K erhöht die Permeabilisierbarkeit 
des Gewebes und macht somit das Gewebe für Sonden und Nachweisreagenzien zugänglicher. 
Die flachpräparierten E6,5 Retinen wurden für 15 min mit 5 µg/ml Proteinase K in PBST 
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behandelt, während sich bei E3,5 Embryonen eine Konzentration von 10 µg/ml verwenden 
ließ. Bei älteren wholemount-Embryonen kann entsprechend die Dosis erhöht, oder die 
Inkubationsdauer verlängert werden. Die Wirkung der Proteinase K wurde abgestoppt durch 
das Waschen der Retinen/Embryonen in 2 mg/ml Glyzin in PBST für 10 Minuten. Die 
Embryonen/Retinen werden zweimal in PBST gewaschen, für 20 Minuten in 4 % 
Paraformaldehyd/PBST mit 0,2 % Glutaraldehyd zwischenfixiert und wieder zweimal mit 
PBST gewaschen.  
 
Die flachpräparierten Retinen (E6,5) wurden für mindestens eine Stunde bei 70 °C im 
Hybridisierungsofen in Prähybridisierungslösung inkubiert. Für die wholemount-Embryonen 
(E3,5) empfiehlt sich eine Inkubationsdauer von 2,5 Stunden. An dieser Stelle kann der 
Vorgang abgebrochen werden, wenn das Gewebe in Prähybridisierungslösung bei minus 20 °C 
gelagert wird. Die Prähybridisierungslösung wird durch Hybridisierungslösung ersetzt, die mit 
einem Aliquot der entsprechenden Digoxigenin-markierten RNA-Sonde aus der in vitro 
Transkription versetzt wird. Die Inkubation erfolgt ü.N. bei 70 °C.  
 
Einschweißen in Nylonnetze: 
Die Retinen wurden in eine Petrischale mit PBST überführt und am optischen Nervansatz 
sowie temporal, nasal und dorsal angeschnitten, sodass die Retina flach präpariert werden 
konnte. Um spätere Luftbläschen im Nylonnetz zu vermeiden, wurde darauf geachtet, dass die 
Retina flach auflag, ohne an der Peripherie aufzurollen oder sich zu wölben. Die Nylonnetze 
wurden zu Quadraten der Größe 2 cm x 2 cm zugeschnitten und mit PBST befeuchtet. Mit 
einem Nylonnetzchen konnte die Retina aufgenommen werden. Die Retina wurde glatt 
gestrichen, indem aufgerollte periphere Retinabereiche mit einem Pinsel nach außen 
aufgeklappt wurden. Danach wurde ein in PBST getränktes weiteres Netzchen luftblasenfrei 
aufgelegt. In einer mit PBST befeuchteten Glaspetrischale wurden die beiden Netzchen mit 
groben Pinzetten fixiert und um mit einem Lötkolben um die Retina herum 
zusammengeschweißt. Die fertig eingeschweißten Retinen wurden in PBS auf Eis aufbewahrt.  
 
Die Retinen ließen sich mit Hilfe einer in den unteren Rand der Netze eingeschweißten 
Beschriftung kennzeichnen. Dadurch ließen sich unterschiedlich vorbehandelte Retinen, z.B. 
Tbx5- sowie cVax-infizierte Retinen, innerhalb eines Hybridisierungsröhrchens für eine 
spezielle Sonde prozessieren. Das bietet den Vorteil, dass alle mit der gleichen Sonde 
hybridisierten Retinen während der gesamten Prozedur gleich behandelt wurden. 
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Tag 2: Auswaschen nicht-gebundener Sonden und Antikörperreaktion: 
Hybridisierungslösungen können generell mehrmals bei minus 20 °C eingefroren und wieder 
verwendet werden. Die Embryonen/Retinen wurden dreimal für 30 Minuten bei 70 °C mit 
Lösung I, dreimal für 30 Minuten in Lösung III und dreimal in TBST gewaschen. Retinen 
wurden eine Stunde, und Embryonen 2,5 Stunden in einer Prä-Blockierungslösung aus 
hitzeinaktiviertem Schafserum in TBST (1/10) inkubiert. Danach wurde das Gewebe über 
Nacht bei 4°C in Blockierungslösung, die mit Anti-Dig-AP-Fab Fragment (1:5000) versetzt 
wurde, inkubiert.  
 
Tag 3: Waschen des Gewebes in TBST 
Das Gewebe wurde dreimal für 5 Minuten und sechsmal für 1-1,5 Stunden in TBST 
gewaschen, und ü.N. bei 4 °C inkubiert. 
 
Tag 4: Detektion der Hybridisierungsstellen 
Die Embryonen und Retinen wurden dreimal für 10 Minuten in NTMT gewaschen. Für die 
Detektion der Hybridisierungsstellen wurde die Lösung ersetzt durch BCIP (125 µg/ml) und 
NBT (250 µg/ml) in NTMT. Die Anti-Dig Alkalische Phosphatase katalysiert die Umsetzung 
des Substratgemisches zu einem blau-violetten Präzipitat. Die Farbreaktion erfolgt im Dunkeln. 
War die Farbreaktion beendet, konnte das Gewebe zweimal in NTMT nachgewaschen und für 
mindestens 30 Minuten mit PBST pH 5.5 behandelt und in 5 % PFA postfixiert werden. Die 
gefärbten Retinen und Embryonen wurden mit Hilfe eines Binokulars mit einer ringförmigen 
Leuchtquelle photographiert.  
 
 
2.6 Neuronanatomisches Tracing 
Die Embryonen wurden im Stadium HH10/11 mit RA- oder Kontroll-Lösung behandelt, wie 
unter 2.1 aufgeführt. Die gefensterten Eier wurden mit Tesafilm geschlossen und mit Alufolie 
abgedeckt, um die Retina dunkel zu adaptieren und dadurch die spätere Ablösung der Retina 
vom Pigmentepithel zu erleichtern. Die Eier wurden bis zu den Stadien E11 und E16 weiter im 
Inkubationsschrank bebrütet. Mit einer scharfen Pinzette (Dumont 55) wurde in die 
abgeschätzte höchstmögliche Position des Auges durch die Sklera ein Loch gestoßen. Kristalle 
des Fluoreszenzfarbstoffes wurden im Verhältnis 1/10 in Dimethylformamid gelöst, und mit 
einer 10 µl Hamiltonspritze ein bis zwei µl durch das Loch in die Retina injiziert. Während der 
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darauf folgenden 48-stündigen Inkubationszeit wird der Fluoreszenzfarbstoff von am Ort 
befindlichen Ganglienzellen aufgenommen. Er wird axonal in Membranvesikeln transportiert 
und gelangt anterograd in die synaptischen Endigungen im Tectum. Nach der Inkubationszeit 
wurden die injizierte Retina und das kontralaterale Tectum unter PBS (0,1 M, pH 7,5) 
herausgeschnitten und in PFA (4 %) fixiert. Die Retina wurde aus dem Auge herauspräpariert 
und auf einem Filter mit Hilfe einer stumpfen Pinzette ausgebreitet und fixiert. Danach konnte 
in der Retina mit dem Fluoreszenzmikroskop die Position der DiI-Markierung sowie die zum 
optischen Nerv projizierenden Axone analysiert werden. Wenn sich die Injektionsstelle in der 
Retina am dorsalen Pol der dorsoventralen Mittellinie befand und sich das markierte 
Faserbündel der Retina im kontralateralen Tectum fortsetzte, wurde  eine Analyse der axonalen 
Projektion vorgenommen: Das kontralaterale Tectum wurde entlang der zentralen anterior-
posterioren Achse mit einer feinen Präparationsschere aufgeschnitten. Beide Hälften wurden in 
PFA auf einen geschliffenen Objektträger aufgebracht. Die angefärbte axonale Projektion 
wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet und photographiert. Anschließend wurde 
mit Hilfe der Camera lucida eine zeichnerische Rekonstruktion der retinotectalen Projektion 
angefertigt. Es wurden nur RA-manipulierte Embryonen ausgewertet, die keine makroskopisch 
detektierbaren Mutationen im Kopfbereich aufwiesen, da keines der wenigen morphologisch 
veränderten Tiere (etwa 5 %) eine DiI-Injektion 24 Stunden überlebte.  
 
 
2.7 Stammlösungen, Reagenzien und Bezugsquellen 
Stammlösungen 
DEPC  
Je ein Liter Bidest Wasser wird mit 2 ml Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, ü.N. auf den 
Magnetrührer gestellt und am nächsten Tag autoklaviert. Die Inaktivierung der RNAsen erfolgt 
durch kovalente Bindung des DEPC an primäre und sekundäre Amine. 
 
PBS, 10 x 
80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na2HPO4, 2,4 g KH2PO4 ad 1000 ml Aqua dest, pH 7,4 bis 7,5. 
 
PFA  
4 % PFA mit H2O ansetzen, plus 10 ml 1 N NaOH. Erhitzen, bis die Flüssigkeit klar ist. 100 ml 
10 x PBS dazu, auf pH 7.5 einstellen, ad 1000ml auffüllen, aliquotieren, einfrieren.  
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TAE, 10 x    
0,4 mol/l Tris-Base, 0,2 mol/l Essigsäure, 20 mmol/l EDTA auf pH 8,3 einstellen. 
 
TE/SDS    
2 ml 500 mM EDTA, 10 µl 1 M TrisHCl (pH 7,5), 10 µl 10 % SDS, 978 µl DEPC. 
 
PBST    
1 x PBS plus 0,1 % Tween 20, filtrieren 
 
Proteinase K    
Aliquots der Stammlösung à 50 µl (10 mg/ml in H2O) werden bei minus 20 °C gelagert, und 
nach dem Auftauen nicht wieder eingefroren.  
 
Hybridisierungs-/Prähybridisierungslösung    
50 % Formamid, 5 x SSC (pH 4,5), 1 % SDS, 50 µg/ml Yeast tRNA und 50 µg/ml Heparin. 
Dementsprechend werden für eine Lösung von 100 ml eingesetzt: 50 ml Formamid (100 %), 
25 ml 20 x SSC (pH 4,5), 10 ml SDS (10 %), 5 mg Yeast tRNA, 5 mg Heparin. Formamid 
schützt die Gewebestruktur bei höheren Temperaturen und Natriumdodecylsulfat erleichtert als 
benetzendes Mittel das Eindringen der Sonde. Die Lösung wird sterilfiltriert, aliquotiert und 
kann bei –20 °C eingefroren werden. 
 
TBST (10 x)    
80 g NaCl, 2 g KCl, 250 ml (1 M) Tris-HCl pH 7.5 ad 1000 ml H2O. Für frische Lösungen auf 
1 x mit H2O verdünnen, mit 0,1 % Tween ansetzen und filtrieren. 
 
Lösung I    
50 % Formamid, 5 x SSC pH 4.5, 1 % SDS. Das entspricht für eine Lösung von 100 ml: 50 ml 
Formamid (100 %), 25 ml 20 x SSC (pH 4,5) und 10 ml SDS (10 %). 
 
Lösung III    
50 % Formamid, 2 x SSC pH 4.5, 0,05 % Tween 20. Das entspricht für eine Lösung von 
100 ml: 50 ml Formamid (100 %), 10 ml 20 x SSC, pH 4,5 und 50 µl Tween 20.  
 
Schafserum    
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30 min bei 65 °C hitze-inaktivieren, aliquotieren und bei –20 °C aufbewahren.  
 
Blockierungslösung mit präadsorbiertem Antikörper    
Für 2 ml Blockierungslösung werden 3 mg Liver acetone powder mit 500 µl TBST 
resuspendiert, für 30 Minuten bei 70 °C inkubiert, und gevortext. Die Suspension wird mit 5 µl 
Schafserum versetzt, und für eine Stunde bei 4 °C und inkubiert. Nach Zentrifugation für 
10 Minuten bei 4 °C wird der Überstand aufgenommen, mit 1 % Schafserum in TBST auf ein 
Volumen von 2 ml aufgefüllt und mit 1:5000 Anti-Digoxigenin-markiertem Fragment versetzt. 
 
NTMT    
100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl (pH 9.5), 50 mM MgCl2, 2 mM Levamisole auf 100 ml H2O 
auffüllen und mit 0,1 % Tween 20 versetzen  
 
Stammlösung NBT    
50 mg/ml NBT in 70 % DMF lösen, aliquotieren und bei minus 20 °C aufbewahren 
 
Stammlösung BCIP    
25 mg/ml BCIP in H20 lösen, aliquotieren und bei minus 20 °C aufbewahren 
 
Reagenzien und Bezugsquellen 
RNA-Isolation, Reverse Transkription und RT-PCR: 
Sigma: Diethylpyrocarbonat, Isopropylalkohol/Isopropanol, PCR Mix (Red Taq Ready Mix 
PCR Reaction (#R-2523). 
Invitrogen: Trizol Reagent, RNAse out, DNAse I (Amplification grade, #18068-015). von 
Quiagen: Omniscript Reverse Transkriptase Kit (# 20511). 
 
In situ Hybridisierung: 
Roche: Anti-Digoxigenin-Alkalische-Phosphatase, Digoxigenin RNA Labeling Mixture (10x; 
#1277073), Zitronensäure, Proteinase K (# 3115836), Yeast tRNA (#109223). 
Sigma: BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate, #B6149), NBT (Nitro Blue 
Tetrazolium, #N6639), Formamid, Glycin, Schafserum (#S2382), Heparin, Methanol, 
Paraformaldehyd, Proteinase K, Tween 20, durchsichtiger PCR Mix (Ready Mix Taq PCR 
Reaction Mix, #P-0476). 
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Fermentas: T3 RNA-Polymerase (20u/µl), T7 RNA-Polymerase (20u/µl) und SP6 RNA-
Polymerase (20u/µl) mit entsprechenden Transkriptionspuffern.  
Roth: Di-natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 x 2H20), Natriumchlorid (NaCl), Natrium-di-
hydrogenphosphat (NaH2PO4 x 2H2O), Polyvinylalkohol, Sodiumdodecylsulfat (SDS), 
TrisHCl, Formamid.  
Neolab: SSC (20x) von Gibco. Perforierter Löffel zum Handhaben der Embryonen (E3.5) von 
FST (#10370-17), Wheaton-Szintillations-Fläschchen (#9-0622).  
Nylonnetze (120 micron 12x24, CMN-0120-D) von Smallparts, USA (Anthony Philage, Phone 
1-305-557-8222, Fax 1-305-558-0509, aphilage@smallparts.com). 
 
Immunhistochemie:  
Amersham: Normal goat Serum, NGS 
Molecular Probes: Pax2-Primärantikörper (Kaninchen, polyklonal), Biotinylierter 
Sekundärantikörper (Anti-Kaninchen aus der Ziege). 
Vector Laboratories, Burlingame: ABC, Vectastain elite kits. 
 
Neuroanatomisches Tracing: 
Molecular Probes: 1,1´-dioctadecyl-3,3,3´,3´-tetramethylindocarbocyanineperchlorat 
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3 Ergebnisse 
3.1 Der Einfluss von RA auf die Expression von Pax2 und cVax 
Der ventrale Transkriptionsfaktor Pax2   
Die Expression des pairedbox Transkriptionsfaktors Pax2 beginnt bereits sehr früh im sich 
entwickelnden optischen Vesikel und ist auf die ventrale Augenanlage und den Sehnerv 
beschränkt. Auf der Basis der Hypothese, dass RA molekulare Faktoren der dorsoventralen 
Augenachse beeinflusst, wurde zunächst die regulative Wirkung von RA auf die Pax2-
Expression in der Hühnerretina getestet. Dies wurde als Erstes auf transkriptioneller Ebene mit 
Hilfe der semiquantitativen RT-PCR analysiert. In vier voneinander unabhängigen Versuchen 
wurde jeweils ein RA-behandelter- und ein Kontroll-Embryo mit übereinstimmendem 
Hamburger Hamilton-Stadium als Probenpaar definiert. Nach der RT-PCR wurden die 
Amplikonbanden auf dem Gel miteinander verglichen (Abb. 11). Die Intensitäten von RA-
behandelten (0,93 ± 0,16, Mittelwert ± Standardabweichung) und Citral-behandelten Retinen 
(1,09 ± 0,17, n = 4, t-Test) zeigten keine signifikanten Unterschiede zu den normalisierten 
Kontrollen. Diese Ergebnisse sind ein Hinweis dafür, dass eine Veränderung des 
Retinoidsystems in der Augenanlage keine Auswirkung auf die mRNA-Expression von Pax2 
hat.  
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Abb. 11 Die Wirkung experimenteller RA- und Citral-Injektion auf die Pax2 Expression in der 
frühen embryonalen Retina bei E3,5 (HH19-22). Das Gelphoto nach der semiquantitativen RT-PCR 
zeigt vergleichbare Signalbanden für RA-, Citral- und Kontroll- behandelte Augenanlagen (A). Die 
an der Kontrolle normierten densitometrischen Werte der Signale sind an einer logarithmischen 
Ordinate aufgetragen (n = 4). Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung (B). 
Basenpaare (Bp), 100-Basenpaar-Leiter. 
 
Um das Ausbleiben eines Effektes auf Proteinebene zu validieren, wurde das 
Expressionsmuster des Pax2 Proteins in der Augenanlage untersucht. In den Frontalschnitten 
entlang der dorsoventralen Achse wurde sowohl in den Kontrollen, als auch in RA- und Citral-
behandelten Retinen der ventrale Augenpol sowie der optische Nervansatz immunhisto-
chemisch gegen Pax2 markiert (Abb. 12, A-E). Die relative Ausdehnung der Pax2-Domäne 
wurde nur in Kryostatschnitten analysiert, die der mittleren dorsoventralen Achse entsprachen; 
d.h. solche, die sowohl durch den Linsenvesikel, als auch durch den optischen Nerv führten. 
Ausgehend vom ventralen Pol der Retina, bis zur dorsalen Grenze der Markierung, wurde die 
Ausdehnung der immunreaktiven Domäne vermessen. Die erhaltenen Längen wurden durch 
die jeweilige Gesamtlänge des Auges dividiert, um vergleichbare Realtivwerte zu erhalten. 
Vereinzelt gefärbte Pax2-positive Zellen in der dorsalen Domäne wurden bei der Festlegung 
des Übergangsbereiches zwischen immunreaktiver und nicht-reaktiver Zone nicht 
miteinbezogen. Die relative Pax2 Domäne des optischen Vesikels umfasste in den 
Kryostatschnitten der Kontrollen im Mittel 46 % (s = 12 %, n = 7). Im Vergleich dazu zeigten 
weder RA-behandelte (53 ± 28 %, n = 6), noch Citral-behandelte Embryonen eine signifikant 
veränderte Ausdehnung der Pax2 Domäne (40 ± 19 %, n = 12, Abb. 12F, t-Test: p > 0,1).  
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Abb. 12 Immunhistochemische Pax2-Färbung in transversalen Kryostatschnitten entlang der 
dorsoventralen Augenachse bei E3,5 (gestrichelte Linie, A). Expressionsdomäne von Pax2, zwei Tage 
nach der Injektion von DMEM und DMSO (9:1 Lösung, 10 nl jeweils) als Kontrolle (B,C), Injektion 
von all-trans RA (10-6 M, D), und Injektion von Citral (0,1 mM, E). Die räumliche Verteilung von 
Pax2-Proteinen war in RA- und Citral-behandelten Embryonen kaum verändert (F). Die Intensität der 
Pax2 Reaktivität war als Quotient der Pax2 positiven Markierung (ventrale Retina) durch das 
unmarkierte Gewebe (dorsale Retina) definiert, und wurde ebenfalls nicht durch die Substanzen 
beeinflusst (G). Abkürzungen: d, dorsal; v, ventral; pT, prospektives Tectum; Ls, optische Linse.  
 
 
Anstelle einer zunehmenden Ausbreitung Pax2-positiver Zellen könnte sich eine mögliche 
Zunahme der Proteinexpression auch durch ein verstärktes immunreaktives Signal ausdrücken. 
Deshalb wurde die Intensität der markierten Zellen ermittelt. Mit Hilfe des 
Bildauswertesystems (Axiovision, Zeiss) konnte ein Wert für die Intensität festgelegt werden.  
Der Wert wurde auf die jeweilige Hintergrundintensität der Pax2-negativen Regionen der 
Retina normalisiert. Im Vergleich zur Kontrolle (1,45 ± 0,09, n = 8) gab es weder in den RA-
behandelten (1,56 ± 0,09, n = 7), noch in den Citral-behandelten Proben (1,28 ± 0,08, n = 10) 
eine signifikante Veränderung in der Markerintensität (T-Test, p > 0,1; Abb. 12G).  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass weder die Injektion von RA noch eines Inhibitors 
der RA-Synthese zu einer Veränderung der Pax2-Expression geführt haben.  
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Der ventrale Transkriptionsfaktor cVax 
Erste Transkripte des ventralen Transkriptionsfaktors cVax werden im Hühnerembryo während 
der Einstülpung des optischen Vesikels exprimiert (Ohasaki et al., 1999). Der Faktor cVax 
könnte auf die Embryonalentwicklung der Retina ventralisierend wirken, weil nach retroviraler 
Überexpression die Faktoren Tbx5 und EphrinB1 supprimiert werden und die retinotectale 
Projektion der Axone aus der dorsalen Netzhaut gestört wird (Schulte et al., 1999). Ein Ziel 
dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob es einen regulativen Zusammenhang zwischen dem 
Retinoidsignalweg und dem cVax-Expressionsmuster in der frühen Augenanlage gibt. Nach 
RCAS-CYP26A1-Infektion der optischen Vesikel wurden mit einer RNA-Sonde für cVax die 
Retinen des Embryonaltages 3,5 hybridisiert (Abb. 13).  
 
Ko CYP26A1
  
 
Abb. 13 Expression des Transkriptionsfaktors cVax im Augenbecher des Huhns bei E3,5. Das 
Expressionsprofil von cVax ist sowohl in der Kontrolle (Ko), als auch in RCAS-CYP26A1 
transfizierten (CYP26A1) Retinen im ventralen Drittel der Retina, und teilweise im optischen Stiel 
sichtbar. Das Experiment wurde dreimal mit gleichem Ergebnis wiederholt. Der Maßstabsbalken 
entspricht jeweils 1000 µm. 
 
In allen Kontrollen nehmen cVax-Hybridisierungssignale das ventrale Drittel der Retina ein. 
Die Photos lassen vermuten, dass sich das Signal auf den optischen Nerv ausdehnt. Im 
Vergleich zur Kontrolle konnte in keinem der mit RCAS-Cyp26 behandelten Embryonen eine 
veränderte Expressionsdomäne von cVax in der Augenanlage detektiert werden. So weist 
dieses Ergebnis darauf hin, dass die manipulierte RA-Konzentration in der Augenanlage auch 
keine Wirkung auf die Expression von cVax ausübt.  
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3.2 Der Einfluss von RA auf die Expression von BMP4 und Tbx5  
Nachdem kein Effekt von RA auf die ventralen Transkriptionsfaktoren festgestellt wurde, 
sollte untersucht werden, ob sie eine Auswirkung auf molekulare Determinanten der dorsalen 
Augenachse hat. Das sekretorische bone morphogenetic Protein BMP4 und der 
Transkriptionsfaktor der T-Box-Familie Tbx5 werden sehr früh in der Entwicklung, ab HH10, 
bzw. HH12, in einer gemeinsamen Expressionsdomäne im dorsalen optischen Vesikel angelegt 
(Sakuta et al., 2001; Peters und Cepko et al., 2002). Es wird angenommen, dass ausgehend von 
der BMP4-Expression die molekulare Determination der dorsalen Augenanlage reguliert wird. 
Diese Vermutung basiert auf der Beobachtung, dass ektopisch exprimiertes BMP4 die 
Expression von Tbx5 und EphrinB1 in der ventralen Augenanlage induziert (Koshiba-Takeuchi 
et al., 2000).  
 
Das dorsale Signalmolekül BMP4   
Nach experimenteller Manipulation der Retinsäureverteilung in der frühen Augenanlage wurde 
im Embryonalstadium des sekundären Augenbechers die resultierende Expression von BMP4 
und Tbx5 zunächst mit der semiquantitativen, und darauf folgend, mit der quantitativen RT-
PCR erfasst. Bereits während der chirurgischen Entnahme der Augenanlagen wurden Retinen 
von Embryonen des exakt gleichen Hamburger Hamilton-Stadiums zu Probenpaaren geordnet. 
Die Daten der semiquantitativen RT-PCR wurden evaluiert, indem im PCR-Gel das Verhältnis 
der Signalstärke von RA- bzw. Citral- behandelten Extrakten zur Kontrolle bestimmt wurde 
(Abb. 14). Dazu wurden die Intensitäten der PCR-Produkte anhand der GAPDH-Signale 
normalisiert.  
 
Die semiquantitativen Daten deuten in RA-behandelten Retinen eine Reduktion der BMP4 
Expression an (0,78 ± 0,10, n = 9; Mittelwert ± Standardfehler) und verfehlen mit p = 0,06 nur 
knapp das erforderliche Signifikanzniveau (t-Test). Um diese beobachtete Reduktion mit einer 
anderen Methode zu überprüfen, wurde die quantitative RT-PCR mit dem Light Cycler 
durchgeführt. Als Ergebnis war die BMP4 Expression bei den RA-behandelten Retinen im 
Vergleich zu den Kontroll-Retinen auf etwa die Hälfte reduziert (0,51 ± 0,23, n = 4), allerdings 
wegen der hohen Varianz nicht signifikant (p = 0,15, Abb. 16).  
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Im Sinne einer unabhängigen Validierung des negativen Einflusses von RA auf die Expression 
von BMP4 wurde die Expressionsstärke nach Citral-Behandlung getestet. Citral ist ein 
Inhibitor von Aldehyd-Dehydrogenasen, und wirkt der endogenen RA-Synthese entgegen. In 
diesem Versuch deuten die semiquantitativen Werte eine Verdopplung der BMP4 Expression 
an (2,21 ± 0,37, n = 4, p = 0,055; Abb. 14, 16). Die festgestellte Erhöhung der BMP4-
Signalstärke nach Citralbehandlung wurde mit Hilfe der quantitativen RT-PCR bestätigt 
(1,55 ± 0,21, n = 4, p = 0,057).  
 
 
Bp        Gapdh         BMP4          Tbx5
RA  Ko       RA  Ko        RA  Ko
Bp        Gapdh         BMP4          Tbx5
Citral  Ko     Citral  Ko      Citral  Ko
600
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Abb. 14 Gelphotos mit Signalbanden aus der semiquantitativen RT-PCR zeigen die reduzierte 
Expression der Signalmoleküle BMP4 (165 bp) und Tbx5 (199 bp) in RA- behandelten Retinen 
(links). Die Signalbanden von BMP4 und Tbx5 in Citral- behandelten Retinen sind im Vergleich zur 
Gapdh-Kontrolle stärker (rechts). Die Bandenintensität der Gapdh-Amplikons (209 bp) ist gleich. Alle 
Fragmente zeigen das erwartete Molekulargewicht. Baasenpaare, (Bp), 100-bp-DNA-Leiter, obere 
Bande repräsentiert 600 bp, untere 100 bp. 
 
 
Der dorsale Transkriptionsfaktor Tbx5  
Die mRNA-Konzentration von Tbx5 nach RA- und Citralbehandlung wurde analog zu den 
obigen BMP4-Versuchen in der semiquantitativen und in der quantitativen PCR analysiert. Die 
semiquantitativen Daten zeigten eine hochsignifikante Suppression der Tbx5 mRNA in RA-
behandelten Retinen (0,49 ± 0,09, n = 8; p = 0,004, Abb.14, 16). Diese Reduktion wurde mit 
Hilfe der quantitativen RT-PCR signifikant bestätigt (0,15 ± 0,09, n = 4, p = 0,035). Citral-
behandelte Proben im semiquantitativen Gegenversuch wiesen eine höhere Tbx5 mRNA 
Konzentration als die Kontrollen auf (1,22 ± 0,15, n = 4, p > 0,1), dies war allerdings nicht 
signifikant. Eine erhöhte Tbx5-Expression nach Citralinjektion wurde im quantitativen 
Versuch durch signifikante Verschiebungen der Reaktionsprofile bestätigt (2,00 ± 0,34, n = 4, 
p = 0,040). Repräsentative Amplifikationskurven werden in Abb. 15 gezeigt. 
Zusammenfassend zeigen die Resultate, dass exogene RA die mRNA-Expression von BMP4 
und Tbx5 supprimiert, wohingegen Citral die Expression dieser Faktoren anhebt.  
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RA
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Abb. 15 Typische Amplifikationsprofile mit der Realtime-PCR (Light Cycler). Die Zyklenanzahl ist 
gegen die Fluoreszenzintensität aufgetragen. Unterbrochene Linien repräsentieren Kontrollen und 
durchgezogene Linien behandelte Substrate: RA-behandelt in A und Citral-behandelt (Ci) in B. 
Während die Profile der GAPDH-mRNA am Kreuzungspunkt keine Abweichungen zeigen, 
kennzeichnen Verschiebungen der Reaktionskurven nach links, bzw. nach rechts, eine Erhöhung, bzw. 
Reduktion der Ausgangs mRNA von Tbx5 und BMP4 (Pfeile).  
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Abb. 16 Resultate der Genexpression von BMP4 und Tbx5, evaluiert mit semiquantitativer (PCR: 
Fluoreszenz) und quantitativer RT-PCR (Relative [RNA]). Nach RA-Behandlung wird die mRNA von 
BMP4 und Tbx5 reduziert, und nach Citral-Behandlung erhöht. Für die Auswertung wurden bei der 
semiquantitativen PCR die Intensität und bei der quantitativen PCR die relativen Konzentrationen der 
Transkripte herangezogen und anhand der Kontrolle normalisiert. Die Ordinate ist logarithmisch, und 
die Fehlerbalken repräsentieren den Standardfehler des Mittelwertes.  
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3.3 Der Einfluss von RA auf die retinotectale Projektion 
In diesem Teil der Arbeit wurde der Einfluss der experimentell veränderten RA-Konzentration 
im frühen Embryonalstadium auf die Entwicklung der retinotectalen Projektion untersucht. 
Neben einer qualitativen Beschreibung wurde die Entwicklung der empirisch erhaltenen 
retinotectalen Projektionen nach definierten Kriterien analysiert. 
 
Im Rahmen dieses Versuches wurden Embryonen in der sensitiven Phase für die 
Achsenpolarität (HH10/11) mit RA- und Kontroll-Lösung behandelt. In den Stadien E11 bzw. 
E16 wurde der Fluoreszenzfarbstoff DiI intraokular in vivo in die am meisten dorsal gelegene 
Position der Retina injiziert, und jeweils 48 Stunden später erfolgte bei E13 bzw. E18 die 
Analyse der markierten Axone. Dazu wurde zunächst am behandelten Auge die Stelle der 
Injektion überprüft. Nachdem die Retina herauspräpariert und flach ausgebreitet wurde, konnte 
die Position der DiI-Applikation entlang der dorsoventralen und nasotemporalen Achse 
präzisiert werden. Teilt man die Oberfläche von Retina und kontralateralem Tectum entlang 
der dorsoventralen und nasotemporalen Achsen in Areale ein, können aus der Position der DiI 
Markierung in der Retina die daraus zu erwartenden Koordinaten der tectalen Terminalzone 
abgeleitet werden (vgl. Abb. 3, hervorgehobene Linie): Wird die Retina am dorsalen Pol der 
dorsoventralen Mittellinie markiert, werden entlang der äußeren Grenze im lateralen Tectum 
verlaufende Axone erwartet. Im Stadium E18 sollten dann an dem Punkt, der sich auf halbem 
Wege entlang der anterior-posterioren Achse befindet, die axonalen Fortsätze zu einer 
Terminationszone kondensiert sein. Dieses zu erwartende Areal wurde mit der empirisch 
erhaltenen Zone in RA-behandelten Embryonen abgeglichen. 
 
Vor der Untersuchung der DiI-markierten Tecta von Embryonen des Stadiums E18 wurden 
drei Kriterien definiert, die eine deutliche Abweichung von der normalen Projektion bedeuten: 
Das Fehlen einer Kondensationszone, ihre Verschiebung, sowie vom Hauptfasertrakt deutlich 
abweichende, vereinzelte oder gebündelte Fasern erster oder zweiter Ordnung.  
 
Im Embryonalstadium E18 wurden 11 RA-manipulierte Embryonen mit erfolgreich 
angefärbten Fasern ausgewertet. In Abb. 17 sind die durchgängigen Faserverläufe in den Tecta 
eines RA-behandelten und eines Kontroll-behandelten Embryos gegenübergestellt. Diese 
Photos veranschaulichen, dass die Faserverläufe und die Position der kondensierten 
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Terminationszonen RA-behandelter Tecta keines der gesetzten Kriterien für eine abweichende 
Projektion erfüllten. Die geordneten Axone wuchsen initial auf der lateralen Seite des Tectums 
ein, und verliefen nahe zur „lateralen Kante“ des Tectums. Die Wachstumskegel der Axone 
und sekundären Fasern terminierten in die topographisch zu erwartende Position entlang der 
mediolateralen Achse, und bildeten eine kondensierte Terminationszone aus (Abb. 17, 18). 
Über die Terminationszone nach posterior hinaus schießende Axone schienen in diesem 
Stadium bereits eliminiert worden zu sein. Vereinzelte Fasern projizierten mit einer starken 
Krümmung indirekt in die Kondensationszone ein (Abb. 18, Pfeil).  
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Abb. 17 DiI-markierte retinotectale Fasern im kontralateralen Tectum bei E18 in RA-behandelten (A) 
und Kontroll-behandelten Retinen (B). Beide Axonpopulationen verlaufen gemäß des vorausgesagten 
Projektionsweges, entlang der lateralen Tectumgrenze und terminieren bei 50 % der anterior-
posterioren Achse in einer kondensierten Zone (Tz).  
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Abb. 18 Neuroanatomisches tracing eines mit RA behandelten Embryos, E18. Rechts sind die 
schematisierten Rekonstruktionen von Retina und Tectum mit DiI-markierten retinalen Axonen 
gezeigt. Charakteristisches Beispiel eines anterograd markierten Faserbündels, welches in einer stark 
kondensierten Terminationszone  mündet (Photomontage links). Der Pfeil deutet auf eine Faser, die 
mit einer Krümmung in die Terminationszone einwächst. 
 
Alle 11 RA-behandelten Embryonen, die im Stadium E18 neuroanatomisch ausgewertet 
wurden, hatten eine klare Terminationszone, die sich am richtigen Ort entlang der anterior-
posterioren und lateral-medialen Achsen im Tectum befand. Es gab bei diesen Präparaten auch 
keine von der Projektion zur Terminationszone abweichenden Axone. Damit unterschieden 
sich die von der dorsalen Retina markierten Fasern (n = 11) nicht von den mit RA markierten 
Kontroll-Embryonen (n = 5). 
 
Für die Analyse DiI-markierter Projektionen früherer Stadien wurden vier mit RA behandelte- 
und zwei Kontroll-Embryonen des Embryonaltages 13 herangezogen. Die empirisch erhaltenen 
Verschaltungen der markierten Fasern wurden nicht nach den oben genannten Kriterien der 
Stadien des Embryonaltages 18 untersucht, weil sich die Axone zu diesem frühen Zeitpunkt 
noch in der Wachstumsphase befinden und noch keine Terminationszonen ausbilden. Die 
Axone wuchsen initial in die laterale Seite des optischen Tectums ein, und sendeten ihre 
Fortsätze in posteriorer Richtung parallel zur anterior-posterioren Achse aus (Abb. 17). Die 
Wachstumskegel einiger Axone sind bereits über das um 50 % der Tectumlänge gelegene 
Mittelfeld, die zukünftige Terminationszone, hinausgeschossen. Die projizierenden Axone 
wiesen sekundäre Verzweigungen auf, die zumeist senkrecht zur primären Achse gerichtet 
waren (Abb. 17, Photo). Ausgehend vom Primäraxon, schienen die abzweigenden Fasern zu 
gleichen Teilen in die mediale und laterale Richtung des Tectums zu projizieren. Die Anzahl 
der Verzweigungen pro Axon konnte nicht quantifiziert werden, da stets eine so große 
Population Ganglienzellen markiert wurde, dass einzelne Fortsätze nicht in ihrem Verlauf von 
überlagerten Axonen diskriminiert werden konnten. Bei Betrachtung mit der 40-fachen 
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Vergrößerung konnte die Länge einzelner Verzweigungen nachvollzogen werden. Nach einer 
Untersuchung von Yates (2001) erreichen diese interstitiellen Verzweigungen bei E13 eine 
Länge von bis zu 250 µm. In den vier anatomisch markierten Embryonen des Stadiums E13 
wurden jeweils die am längsten erscheinenden, nach medial gerichteten sekundären Fasern 
vermessen. In den Kontrollen wurden Faserlängen von bis zu 283 µm bemessen. Die längsten 
Fasern in den mit RA-behandelten Tieren erreichten eine Länge von bis zu 384 µm (Mittelwert 
= 191 µm, n = 5), wiesen aber im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert = 205, n = 5) keinen 
signifikanten Unterschied auf (Abb. 17). Für das tracing im Embryonalstadium 13 ist 
zusammenzufassen, dass die qualitative Untersuchung primärer und sekundärer 
Projektionsfasern auf keine RA-abhängige Veränderung der retinotectalen Projektion hinweist. 
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Abb. 19 Neuroanatomisches tracing eines mit RA behandelten Embryos bei E13. Oben links ist die 
kontralaterale Retina mit DiI-markierten retinalen Axonen dargestellt. Unten ist die Rekonstruktion 
eines Tectums mit markierten Axonen gezeigt. Vergrößerte Ausschnitte repräsentieren abzweigende 
sekundäre Axone (links, Pfeil) und einen Wachstumskegel (oben rechts), welche ähnlich in 
Kontrolltecta zu finden sind. Retina: d: dorsal; v: ventral. Tectum: p: posterior; a: anterior; d: dorsal 
(lateral); v: ventral (medial). 
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3.4 Der Einfluss von RA und CYP26A1 auf die EphrinB1-Expression 
Aufgrund der Resultate aus der vorliegenden Studie, dass RA mit den Signalmolekülen BMP4 
und Tbx5 wechselwirkt, aber RA-behandelte Embryonen keine veränderte retinotectale 
Projektion aufzeigen, sollte die Wirkung des Retinoidsystems auf das Axonlenkungsmolekül 
EphrinB1 analysiert werden. EphrinB1 ist ein transmembran angeordnetes 
Axonlenkungsmolekül, welches ab E3 in einem von dorsal nach ventral abnehmenden 
Gradienten, über das neurale Retinaepithel verteilt ist (Braisted et al., 1997), und maßgeblich 
an der retinotectalen Projektion entlang der dorsoventralen Achse beteiligt ist (Hindges et al., 
2002). Mit Hilfe der semiquantitativen und quantitativen RT-PCR wurde die Signalstärke der 
EphrinB1-mRNA in RA- und Citral-behandelten Augenanlagen untersucht. In RA-behandelten 
Retinaextrakten wurde eine geringfügige Reduktion der EphrinB1-Transkripte festgestellt 
(0,68 ± 0,31, n = 8, p= 0,11, Abb. 20), welche sich in der quantitativen RT-PCR anhand einer 
leichten Rechtsverschiebung des Reaktionsprofils (0,46 ± 0,17, n = 4, p > 0,1) wiederholte. Die 
milde Verminderung der EphrinB1 Expression ist nicht signifikant, jedoch entspricht dieser 
Trend der Erwartung, dass reduzierte Profile der BMP4 und Tbx5-Konzentration auch das 
EphrinB1-Niveau negativ beeinflussen. Im Gegenversuch mit Citral-behandelten Retinen 
konnte weder in der semiquantitativen (0,80 ± 0,41, n = 4, p > 0,1) noch in der quantitativen 
RT-PCR (1,10 ± 0,17, n = 4, p > 0,1) eine signifikante Erhöhung der EphrinB1 mRNA 
detektiert werden (Abb. 20).  
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Abb. 20  Signalbanden aus der semiquantitativen RT-PCR zeigen reduzierte Expression von EphrinB1 
(172 bp) in RA-behandelten Retinen. Die Signalstärke von EphrinB1 in Citral-behandelten Retinen ist 
mit der Kontrolle vergleichbar (A). Typische Amplifikationsprofile von EphrinB1 mit der Realtime-
PCR am Beispiel RA-behandelter Extrakte: Die leichte, nicht-signifikante Verschiebung des 
Reaktionsprofiles nach rechts zeigt eine mögliche Reduktion der EphrinB1-mRNA (B). Evaluation der 
Genexpression von EphrinB1 in semiquantitativer (PCR.: Fluoreszenz) und  quantitativer RT-PCR 
(Relative [RNA]). Die Daten sind normiert auf die GAPDH-Expression und die nicht behandelten 
Kontrollembryonen. Die Ordinate ist logarithmisch, und die Fehlerbalken repräsentieren den 
Standardfehler (C). 
 
Um zu validieren, dass die Manipulation des Retinsäuresystems nicht nur keinen signifikanten 
Effekt auf die EphrinB1-Expressionstärke, sondern auch keinen auf die räumliche 
Transkriptverteilung hat, wurden RA-behandelte und RCAS-CYP26A1 infizierte Embryonen 
im Stadium E3,5 mit einer mRNA-Sonde für EphrinB1 hybridisiert. Der Wildtyp zeigt eine 
stark ausgeprägte, die ganze dorsale Domäne des Augenbechers dominierende EphrinB1 
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Expression. Diese ausgeprägte EphrinB1-Expression ist ähnlich der in RCAS-Cyp26–
behandelten (n = 6) und RA-behandelten (n = 6) Embryonen. Auch diese Ergebnisse 
demonstrieren, dass Embryonen mit manipuliertem RA-System keine veränderte EphrinB1-
Expression aufweisen (Abb. 21) 
 
 
Ko CYP26A1RA
- EphrinB1-Hybridisierung -
 
 
Abb. 21 In situ Hybridisierung von Embryonen im HH-Stadium 21-22 mit einer RNA-Sonde für 
EphrinB1. Kontrollembryonen (Ko) zeigen keine unterschiedlichen EphrinB1-Domänen im Vergleich 
zu RA-behandelten (RA) und RCAS-CYP26A1-behandelten Embryonen (CYP26A1). Der Balken 
entspricht jeweils 1000 µm. 
 
Der Einfluss von RCAS-CYP26A1 auf die EphrinB1-Expression wurde zusätzlich in 
flachpräparierten Retinen des Embryonaltages 6,5 untersucht (Abb. 22 A). Die Wildtyp-Retina 
zeigt eine leicht asymmetrisch verlaufende Expressionsdomäne, welche teilweise durch einen 
von dorsal-temporal bis ventral-nasal verlaufenden Gradienten gekennzeichnet ist. Ein 
ähnliches Muster konnte auch in den RCAS-CYP26A1-infizierten Retinen beobachtet werden 
(n = 5). Zur Kontrolle einer erfolgten CYP26A1-Expression wurden die Retinen zusätzlich mit 
einer Fluorescein-gekoppelten RCS-Sonde markiert, welche spezifisch gegen RCAS-Viren 
gerichtet ist. Der Farbnachweis dieser Sonde erfolgte mit NBT, wodurch eine aquamarinblaue 
Färbung der RCAS-infizierten Zellen auftritt. In der Abbildung 22 B ist das Beispiel zweier 
doppelhybridisierter Retinen dargestellt. Während die nach der Zweithybridisierung 
dunkelviolett erscheinende EphrinB1-Markierung in der CYP26A1-behandelten Retina auf die 
charakteristische Expressionsdomäne beschränkt bleibt, sind einzelne aquamarinblaue, also 
RCAS-infizierte Regionen über die ganze Retina verteilt (Abb. 22 B, Pfeile). In der ventralen, 
EphrinB1 freien Domäne sind keine zusätzlichen EphrinB1-Regionen festzustellen. Darüber 
hinaus können in der dorsalen Retina keine Regionen erkannt werden, in denen das EphrinB1-
Label verdrängt wurde. Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, dass auch in CYP26A1-
infizierten Geweben keine Veränderung der EphrinB1-Expression festgestellt werden kann.  
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Abb. 22 In situ Hybridisierung von flachpräparierten Retinen am Embryonaltag 6,5 (HH30/31) gegen 
eine RNA-Sonde für EphrinB1. Kontrollretinen (Ko) und RCAS-CYP26A1 infizierte Retinen 
(CYP26A1) zeigen einen vergleichbaren, von dorsal nach ventral abnehmenden EphrinB1-Gradienten 
auf (A). Doppel-in situ Hybridisierung mit einer RCS-Sonde zur Kontrolle der CYP26A1-Infektion: 
aquamarinblauer Niederschlag in CYP26A1-behandelten Retinen c´ und d´ (Pfeile), nicht aber in den 
nicht-infizierten Kontrollen b´(B). Maßstabsbalken entspricht 2 mm. 
 
 
 
3.5 Die Wirkung von cVax auf die Expression von RALDH1, CYP26A1 
und RALDH3  
Die oben dargestellten Versuche zeigen, dass RA die räumliche Expression von den dorsal in 
der Retina vorkommenden Signalmolekülen BMP4 und Tbx5 beeinflusst. Die Verteilung der 
RA selbst wird determiniert durch die RA-synthetisierenden und –metabolisierenden Enzyme 
RALDH1, RALDH3 und CYP26A1. Im folgenden Versuchsteil sollte deshalb untersucht 
werden, wie die Expression dieser Enzyme reguliert wird.  
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In einer Funktionsgewinnstudie im Huhn resultierte ektopisch exprimiertes cVax in der 
Augenanlage in einer Suppression dorsaler Faktoren, und Aktivierung ventraler Faktoren 
(Schulte et al., 1999). Diese Effekte wurden dadurch erklärt, dass der ventrale 
Transkriptionsfaktor cVax retinalen Vorläuferzellen das molekulare und positionale Profil des 
ventralen Retinapols verleiht. In 3.1 wurde bereits demonstriert, dass RA keinen Einfluss auf 
die räumliche Expression von cVax ausübt. Deshalb stellt sich die Frage, ob dieser 
Transkriptionsfaktor seinerseits die Verteilung von RA-synthetisierenden und –abbauenden 
Enzymen beeinflusst. Mit der in situ Hybridisierung sollte analysiert werden, ob eine Retina 
mit einem induzierten molekularen Profil des ventralen Transkriptionsfaktors cVax einen 
Einfluss auf die Transkriptverteilung der genannten Retinoidenzyme hat. 
 
Der Effekt von cVax auf die RALDH1-Expression 
In Retinen des Embryonaltages 6,5 zeigte sich eine dorsale Expression des Enzyms RALDH1. 
In nicht-transfizierten Tieren war dieses Muster ohne Variabilität reproduzierbar (Abb. 23 A, 
Abb. 28 A, n=5). Von sechs RCAS-cVax behandelten und am Embryonaltag 6,5 
flachpräparierten und hybridisierten Retinen wurden drei Retinen mit unterschiedlich stark 
unterdrücktem, und drei Retinen mit gänzlich fehlendem RALDH1-Signal beobachtet 
(Abb. 23). Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, dass cVax die Expression des Raldh1-Gens 
unterdrückt. Dieser von cVax ausgehende supprimierende Effekt wurde zusätzlich an 
Netzhäuten früherer Embryonalstadien untersucht (Abb. 24). Von sechs RCAS-cVax 
behandelten Retinen des Entwicklungstages 3,5 zeigten drei ein vollständig erloschenes 
RALDH1-Signal. Die Beobachtung, dass in letzteren Embryonen die Expression von RALDH1 
nicht in allen Fällen vollständig unterdrückt war, ist wahrscheinlich auf eine unvollständige 
Transfektion des Gewebes mit dem cVax-Vektor zu begründen. Eine Ursache für die im 
Vergleich zu E6,5 schlechter transfizierten Retinen bei E3,5 ist die Dauer bis zum 
Infektionsereignis, wie bereits unter 3.1 erwähnt. Die Wahrscheinlichkeit, eine Retina mit 
vollständig infizierten Zellen zu generieren, ist in späteren Entwicklungsstadien höher als in 
frühen Stadien. Einen Hinweis auf die ektopische Expression des cVax-Vektors einer Retina 
im Stadium 6,5 bietet die Größe der betrachteten Netzhaut. In Relation zu Kontroll-Retinen 
sind cVax-infizierte Retinen meistens kleiner (vergleiche Abb. 23, Schulte et al., 1999). Diese 
Reduktion der Größe könnte an der durch RCAS-cVax hervorgerufenen Veränderung der 
Identität der retinalen Vorläuferzellen liegen. 
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Abb. 23 In situ Hybridisierung von Kontroll (Ko)- und RCAS-cVax-behandelten Embryonen (cVax) 
am Embryonaltag 6,5 (HH30/31) mit einer Sonde für RALDH1. Die Retinen der vier 
Hybridisierungsversuche (1-4) sind zur besseren Vergleichbarkeit jeweils direkt gegenübergestellt und 
entsprechend nummeriert. RCAS-cVax-infizierte Retinen mit unterschiedlich stark reduziertem 
RALDH1-Signal sind # 2, 4a und 4c. Infizierte Retinen mit gänzlich unterdrücktem Signal sind 
# 1, 3 und 4b. Maßstabsbalken entspricht 2 mm.  
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Abb. 24 In situ Hybridisierung von Kontroll- und RCAS-cVax-behandelten Embryonen (E3,5/HH21-
22) mit einer Sonde für RALDH1. Es werden jeweils die rechte (a) und linke (b) Ansicht der 
Embronen gezeigt. RCAS-cVax-behandelte Retinen mit gänzlich unterdrücktem Signal sind # 1a, 1b 
und 2a. Maßstabsbalken entspricht 1000 µm. 
 
 
Der Effekt von cVax auf die CYP26A1-Expression 
Als weiteres Enzym des Retinoidsystems wurde CYP26A1 in Retinen der Embryonalstadien 
E3,5 und E6,5 untersucht. Im früheren Stadium wird CYP26A1 ohne Unterschied, sowohl in 
RCAS-cVax-infizierten (n = 6), als auch in Kontrollembryonen in der Peripherie der Linse, 
sowie im optischen Stiel und in einer Region der nasalen Plakode exprimiert (Abb. 25). Nach 
einer Expressionsstudie im Hühnerembryo ist das CYP26A1 Expressionsmuster bei HH18 
(E3) innerhalb des Auges nur in der Linse ausgeprägt (Blentic et al., 2003). So wird aus der 
Untersuchung in dem etwas späteren Stadium HH21-22 deutlich, dass die CYP26A1-
Expression auch zu diesem Entwicklungszeitpunkt noch auf die Linse beschränkt ist. 
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Abb. 25 In situ Hybridisierung von jeweils einem Kontroll- und RCAS-cVax-behandeltem Embryo 
(HH22/E3,5) mit einer Sonde für CYP26A1. Maßstabsbalken entspricht 1000 µm. 
 
Im Stadium E6,5 lag die CYP26A1-Expression in allen Wildtyp-Retinen in einem 
charakteristischen horizontalen Streifen vor (Abb. 26 und Abb. 29 Kontrollen, n = 6). Nach 
RCAS-cVax Infektion wurde dieses Signal in allen sieben behandelten Retinen stark 
modifiziert (Abb. 26). Die Expression der Cyp26-signalisierenden Zellen war nicht mehr auf 
einen Streifen begrenzt, sondern erlosch in den meisten Fällen (n = 6). Die gleichmäßige 
rosafarbene Tönung dieser sechs Retinen ist durch eine Hintergrundfärbung zu erklären. In 
einer der sieben Retinen verstreuten sich verstärkt CYP26A1-exprimierende Regionen über die 
ganze Retina. Es scheint also, dass in RCAS-cVax-infizierten Retinen die Expression von 
CYP26A1 verringert wird. Dies kann als eine durch cVax-Infektion hervorgerufene 
Ventralisierung der Retina interpretiert werden.  
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Abb. 26 In situ Hybridisierung von Kontroll- und RCAS-cVax-behandelten Embryonen am 
Embryonaltag 6,5 (HH30/31) mit einer Sonde gegen CYP26A1. Die Retinen der vier 
Hybridisierungsversuche (1-4) jeweils direkt gegenübergestellt und entsprechend nummeriert. Keines 
der RCAS-cVax-infizierten Retinen zeigt den charakteristischen CYP26A1-Streifen: Eine Retina mit 
gänzlich reduziertem CYP26A1-Signal ist # 1. Ein gleichmässiger Hintergrund ist in den Retinen # 2a, 
3a, 3b, 3c und 4 zu erkennen. Eine der Retinen ist durch ein „gesprenkeltes“ Muster gekennzeichnet 
(# 2b). Maßstabsbalken entspricht 2 mm.  
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Der Effekt von cVax auf die RALDH3-Expression 
Schließlich wurden in RCAS-cVax-infizierten Retinen Transkripte der RALDH3 hybridisiert. 
Die im Folgenden dargestellten RALDH3-hybridisierten Retinen wurden von D. Schulte (MPI 
für Hirnforschung, Frankfurt) zur Verfügung gestellt, und von mir ausgewertet (Abb. 27). Im 
Stadium E6,5 zeigten alle drei Wildtyp-Retinen eine auf das ventrale Drittel der Retina 
bezogene RALDH3-Markierung (Abb. 27 A). Nach cVax-Überexpression war in allen vier 
hybridisierten E6,5 Netzhäuten die RALDH3-mRNA nicht mehr auf das ventrale Drittel 
beschränkt, sondern verteilte sich über die gesamte Retina. Um den Unterschied der RALDH3-
Expressionsdomänen zwischen infizierten Retinen und Kontroll-Retinen zu verdeutlichen, 
wurde die Helligkeit (Luminanz) von jeweils zwei gemittelten Bildausschnitten (2535 Pixel) in 
der ausgebreiteten dorsalen und ventralen Retina gegenübergestellt (Abb. 27C). Der gemittelte 
Helligkeitswert der dorsalen Retina wurde vom Mittelwert der ventralen Retina subtrahiert, 
und zur Normierung die Differenz durch die Summe der Werte dividiert. Die Mittelwerte der 
so normierten Werte entsprechen in den zwei Kontroll-Geweben 0,378 ± 0,011 
(Mittelwert ± Standardabweichung), und in den vier transfizierten Geweben 0,089 ± 0,043, und 
sind signifikant voneinander unterschiedlich (p = 0,011, t-Test). Den Ergebnissen lässt sich 
entnehmen, dass in den durch RCAS-cVax ventralisierten Retinen die RALDH3-Domäne über 
die ganze Retina erweitert wird. Dies zeigt, dass der ventrale Transkriptionsfaktor cVax 
vermutlich die RALDH3 hochreguliert.  
 
Zusammenfassend bestätigt die Analyse der Transkriptverteilung von Retinoidenzymen in 
RCAS-cVax-infizierten Retinen die Annahme, dass cVax die Expression der medial und dorsal 
angeordneten Enzyme RALDH1 und CYP26A1 unterdrückt, und die des ventralen Enzyms 
RALDH3 hochreguliert. 
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Abb. 27 In situ Hybridisierung von Kontroll- und RCAS-cVax-behandelten Retinen (cVax) am 
Embryonaltag 6,5 mit einer Sonde für RALDH3. In RCAS-cVax-behandelten Retinen breitet sich die 
RALDH3-Markierung über die vollständige Retina aus (A). Die relative Signalstärke von RALDH3 in 
der dorsalen Retina ist signifikant unterschiedlich in behandelten und unbehandelten Retinen (B). Die 
Luminanz von jeweils zwei dorsal und ventral angeordneten Bildausschnitten der Retinen wurden zur 
Analyse miteinander verglichen (C). Maßstabsbalken entspricht 2 mm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse 63 
 
3.6 Die Wirkung von Tbx5 auf die Expression von RALDH1 und CYP26A1 
Im Labor von Koshiba-Takeuchi (2000) führte die induzierte Tbx5-Missexpression im 
optischen Vesikel zu einer Repression ventraler Faktoren und einer Hochregulation dorsaler 
Signale. Für die Analyse der Wirkungsweise dieses vermutlich „dorsalisierenden“ 
Transkriptionsfaktors Tbx5 auf Enzyme des Retinoidsignalweges, wurden im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit RCAS-Tbx5-infizierte Retinen mit Sonden gegen CYP26A1 und 
RALDH1 hybridisiert. 
 
In den sechs Tbx5-infizierten Retinen des Embryonaltages 6.5, die mit der Sonde gegen 
RALDH1 hybridisiert wurden, wich das Hybridisierungsmuster nur wenig von den Kontrollen 
ab (Abb. 28). Alle Retinen zeigten eine RALDH1-Markierung in der dorsalen Retina. Vier der 
sechs Retinen zeigten im Unterschied zu der eher gleichmäßigen Markierung in der dorsalen 
Hälfte der Kontroll-Retinen lokale Aussparungen auf. Eine der Retinen war durch lokale lokal 
verstärkt exprimierte Regionen innerhalb der dorsalen Markierung gekennzeichnet. Das 
Ausbleiben eines Trends kommt der Vorstellung am nächsten, dass ektopisch in die Retina 
eingebrachtes Tbx5 keine tief greifende Auswirkung auf die RALDH1-Expression hat. Die 
regional unterschiedlich ausgeprägte Transkriptintensität in der Netzhaut kann möglicherweise 
dadurch erklärt werden, dass der Zeitraum zwischen Injektion der Lösung bis zur Ausbreitung 
einer Infektion im Gewebe, welcher für die Ausbildung spezifischer Expressionsmuster 
entscheidend ist, in den untersuchten Retinen unterschiedlich war.  
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Abb. 28 In situ Hybridisierung von Kontroll (Ko)- und RCAS-Tbx5-behandelten Embryonen (Tbx5) 
am Embryonaltag 6,5 mit einer Sonde für RALDH1. Die Retinen der drei Hybridisierungsversuche (1-
3) sind jeweils direkt gegenübergestellt und entsprechend nummeriert. Die sechs RCAS-Tbx5-
infizierten Retinen zeigten keinen deutlichen Unterschied in der RALDH1-Markierung zur Kontrolle: 
Vier der Retinen zeigten regionale Aussparungen (# 1a, 1c, 2a, 3b), eine zeigte regionale 
Verstärkungen (# 3a) und eine zeigte keinen Unterschied (# 1b). Maßstabsbalken entspricht 2 mm. 
 
 
Mit einer Sonde gegen CYP26A1 wurde in den Kontrollenembryonen des Embryonaltages 
E6,5 der charakteristische horizontale Streifen markiert (Abb. 29). Im Unterschied dazu 
erschien der CYP26A1-Streifen in allen sieben Tbx5-infizierten Retinen sowohl verstärkt als 
auch verbreitert zu sein. Zusätzlich waren außerhalb der verbreiterten Areale lokal verstärkt 
exprimierte Regionen beobachtbar. Dieses Erscheinungsbild lässt vermuten, dass Tbx5 die 
CYP26 Expression verstärkt, und somit hochreguliert.  
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Abb. 29 In situ Hybridisierung von Kontroll (Ko)- und RCAS-Tbx5-behandelten Embryonen (Tbx5) 
am Embryonaltag 6,5 (HH30/31) mit einer Sonde für CYP26A1. Die Retinen der drei 
Hybridisierungsversuche (1-3) sind jeweils direkt gegenübergestellt und entsprechend nummeriert. 
Alle sieben RCAS-Tbx5-infizierten Retinen sind durch die Verbreiterung des CYP26A1-Streifens 
gekennzeichnet. Zusätzlich wiesen alle infizierten Retinen in unterschiedlichem Maße regionale 
Expression von CYP26A1 in der ventralen oder dorsalen Retina auf. Diese sind besonders 
hervorgehoben in den Retinen # 1b, 2a, 3a, 3c und 3d. Maßstabsbalken entspricht 2 mm. 
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4 Diskussion 
4.1 Hat RA einen Einfluss auf die Determination der dorsoventralen 
Augenachse? 
RA reguliert nicht die Expression von Pax2 und cVax 
Bereits in der Augenanlage werden regional begrenzte Expressionsmuster von Kontrollgenen 
etabliert und so zukünftige Kompartimente des Auges spezifiziert. Inwieweit solche 
Regionalisierungsprozesse durch einen wahrscheinlichen, von ventral nach dorsal 
abnehmenden Gradienten an RA in der frühen Augenanlage gesteuert werden, wurde in der 
vorliegenden Arbeit analysiert. Dazu wurde die RA-Konzentration in der sensitiven Phase der 
Augenentwicklung experimentell manipuliert, und zunächst getestet, ob RA positiv auf die 
Expression von Pax2 und cVax wirkt, da diese Transkriptionsfaktoren als „ventralisierende 
Signale“ angesehen werden.  
 
Ausgangspunkt des Experiments waren Veröffentlichungen, die eine expandierende 
Transkript-Domäne des Homologs Pax(b) im Auge des Zebrabärblings nach RA-Behandlung 
(Hyatt et al., 1996) und eine Rolle von Pax2 als Regulator in der Ausbildung des ventralen 
Auges (Torres et al., 1996) zeigten. Deshalb wurde das Expressionsverhalten von Pax2 in 
Hühnerretinen untersucht. Dabei wurde weder nach experimenteller RA- noch Citral-Injektion 
eine Abweichung in der Stärke und der räumlichen Ausdehnung der Pax2-Expression 
festgestellt (Abb. 30, Pfeil 1). Während der Anfertigung dieser Arbeit wurde veröffentlicht, 
dass die Injektion von RA nicht nur im Zebrabärbling, sondern auch im Krallenfrosch zu einer 
vergrößerten Pax2 Expressionsdomäne im ventralen Bereich des Auges führte (Lupo et al., 
2005). Es können folgende Möglichkeiten dafür angenommen werden, dass in der 
vorliegenden Studie im Huhn keine Regulation auf Pax2 gefunden wurde: Eine Möglichkeit 
kann in einer experimentell zu gering eingesetzten Konzentration an RA und Citral zu finden 
sein. Auch der Zeitpunkt und die Methode der experimentellen Applikation könnten nicht 
optimal gewählt gewesen sein, um einen möglichen Effekt zu bewirken. Des Weiteren könnten 
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physiologische Kompensationsmechanismen ursächlich für einen Abbau der eingesetzten 
Substanzen gewesen sein: So könnte die Zugabe von RA den Anstieg in der Konzentration des 
RA-abbauenden Enzyms CYP26A1 ausgelöst haben, und Citral durch 
stoffwechselphysiologische Mechanismen zügig abgebaut worden sein. Andererseits hat es 
durch die hier angewandte Manipulationsmethode der RA-Konzentration eine Wirkung auf 
Faktoren in der Retina gegeben, wie an den dorsalen Molekülen BMP4 und Tbx5 gezeigt 
wurde, die im zweiten Unterkapitel diskutiert werden.  
 
Die zweite, wahrscheinlichere Ursache für eine unveränderte Pax2-Expression nach RA-
Manipulation kann darin begründet sein, dass RA diesen Transkriptionsfaktor in der Netzhaut 
des Huhns - im Unterschied zum Zebrabärbling und Krallenfrosch - nicht reguliert. Diese 
Möglichkeit, dass in Amnioten die Pax2-Regulation unabhängig von RA ist, erscheint 
wahrscheinlich, denn Vitamin A-defiziente Mausembryonen zeigten im Stadium der sich 
einstülpenden Augenblase ebenfalls keine RA-abhängige Regulation von Pax2 (Stull et al., 
2000). Überraschenderweise gibt es für Amnioten eine andere mögliche Regulation zwischen 
Pax-Transkriptionsfaktoren und RA-synthetisierenden Enzymen. Es gibt Hinweise dafür, dass 
in Huhn und Maus die Regulation der RALDH3-Konzentration von Pax2 abhängig ist: In 
Mäuseembryonen mit homozygot ausgeschaltetem Pax6-Gen wurde die Expression von 
RALDH3 im ventralen Auge unterdrückt (Enwright und Grainger, 2000; Suzuki et al., 2000). 
Da die Transkriptionsfaktoren Pax2 und Pax6 antagonistische regulative Effekte aufweisen, 
und ihre Expressionsdomänen reziprok regulieren (McDonald et al., 1996), liegt die 
Vermutung nahe, dass in Vögeln und Säugern die RA-Konzentration im Auge durch den 
Faktor Pax2 gesteuert wird, indem er die RALDH3 reguliert. 
 
Zusammen mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit kann festgehalten werden, dass exogene 
RA die Expression von Pax(b) im Zebrabärbling und dem Homolog Pax2 im Krallenfrosch  
verstärkt, und in Huhn und Maus hingegen bisher keine Wirkung auf die Pax2-Expression 
gefunden wurde.  
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Abb. 30 Regulatorisches Netzwerk von Enzymen des Retinoidsystems, sowie von Signalmolekülen 
und Ephrinen der dorsoventralen Augenachse im Stadium des sekundären Augenbechers: Die Daten 
aus der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der wahrscheinliche Gradient an RA in diesem Stadium die 
dorsalen Signalmoleküle BMP4 und Tbx5 reguliert. Der ventrale Transkriptionsfaktor cVax und der 
dorsale Transkriptionsfaktor Tbx5 regulieren einige Enzyme des Retinoidsystems. 
 
Aufgrund der Funktion von cVax, ventrale molekulare Faktoren der Augenachse im Huhn 
(Schulte et al., 1999) und Krallenfrosch (Barbieri et al., 1999) zu aktivieren, wurde in der 
vorliegenden Arbeit der Einfluss von experimentell veränderter RA-Konzentration auch auf die 
cVax-Expression getestet. Dazu wurde in der frühen Retina von Hühnerembryonen die RA-
Konzentration reduziert, indem durch Infektion mit einem RCAS-Vektor das RA-oxidierende 
Enzym CYP26A1 überexprimiert wurde. Entgegen der Erwartung, dass die räumliche 
Expressionsdomäne von cVax verringert wird, wurde in keinem der RCAS-CYP26A1 
behandelten Augen ein verändertes cVax Expressionsprofil detektiert (Abb. 30, Pfeil 2). Dieses 
Ergebnis steht im Widerspruch zu Beobachtungen an Xenopus-Embryonen, bei denen sich die 
RA-Behandlung in einer ausgedehnten Verteilung von cVax-Transkripten in die dorsale 
Augenanlage hinein äußerte (Sasagawa et al., 2002; Lupo et al., 2005). Die Wirkung von RA 
auf Transkripte des murinen Vax2-Homologs wurde noch nicht untersucht. Könnte das 
Ausbleiben eines Effektes im Huhn auch auf die Möglichkeit zurückgeführt werden, dass die 
Retinen bei E3,5 nur unzureichend mit den RCAS-Viren für CYP26A1 transfiziert worden 
sind? Eine Ursache für mögliche schlecht transfizierte Retinen dieses Stadiums ist die Dauer 
bis zum Infektionsereignis. Nach Infektion mit RCAS-Viren kann es bis zu 18 Stunden dauern, 
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bis die anfänglich infizierten Zellen neue Viruspartikel bilden und sich die Infektion so im 
Gewebe ausbreiten kann (Cepko et al., 1998). Daher kann der Grad der Infektion 24 Stunden 
nach der Behandlung in den Retinen bei E3,5 sehr unterschiedlich sein.  
 
Jedoch kann für Vögel und Säuger die Unabhängigkeit von cVax von der RA-Konzentration 
anhand folgender Überlegung als wahrscheinlich betrachtet werden: Im Huhn und in Xenopus 
wurde die Pax2-Expression nach ektopischer Expression von cVax verstärkt (Schulte et al., 
1999; Barbieri et al., 1999). Aus der Aktivierung von Pax2 durch cVax kann geschlossen 
werden, dass im Hühnerembryo nach RA-Behandlung ein Effekt auf cVax eher 
unwahrscheinlich wäre, da andernfalls auch eine veränderte Pax2-Expression detektiert worden 
wäre. Während also exogene RA in Xenopus sowohl Vax2 (Lupo et al., 2005) als auch Pax2 
reguliert (Barbieri et al, 1999), kann spekuliert werden, dass diese Faktoren im Huhn anstelle 
von RA durch ein anderes Signalmolekül aktiviert werden, wie etwa durch das sekretorische 
Molekül sonic hedgehog, das bereits bei HH10 in der anterioren Augenanlage exprimiert wird 
(McDonald et al., 1996; Zhang und Yang, 2001).  
 
Zusammenfassend kann für die Faktoren Pax2 und cVax vermutet werden, dass sie ihre 
morphogenetische Funktion auf das ventrale Auge im Huhn ausüben, ohne dass ihre 
Expression von RA gesteuert würde. 
 
RA unterdrückt die Expression der Faktoren BMP4 und Tbx5 in der ventralen Retina  
Die Analyse in der vorliegenden Arbeit zeigte, dass die Transkriptionslevel von BMP4 und 
Tbx5 in der Augenanlage des Huhns nach RA-Behandlung in der sensitiven Phase reduziert 
wurden (Tbx5 signifikant und BMP4 auf 50 %, knapp nicht signifikant: p = 0,06, Abb. 30, 
Pfeile 3 und 4). Im Gegensatz dazu wurden diese Faktoren bei Applikation von Citral 
hochreguliert. Eine durch RA induzierte Verringerung der BMP4-Expression wurde ebenfalls 
in der embryonalen Ohrplakode der Maus entdeckt (Thompson et al., 2003). Im Unterschied zu 
dieser Studie und der von Thompson et al., wurde im optischen Vesikel von Xenopus keine 
Wirkung von RA auf BMP4 gefunden (Sasagawa et al., 2002). Dies könnte auf 
unterschiedliche experimentelle Bedingungen zurückzuführen sein, da die Xenopus-
Embryonen erst im Postgastrulationsstadium behandelt wurden, also nach der vermuteten 
Determinationsphase der dorsoventralen Augenachse. Als Ursache für diesen spät gewählten 
Behandlungszeitpunkt geben die Autoren die von RA ausgehenden Missbildungen der 
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anterioren Körperachse bei Xenopus an, welche auch in der Studie von Manns und Fritsch 
(1991) beobachtet wurden.  
 
Im Huhn werden Transkripte von BMP4 und Tbx5 zwischen E2 und E5 in einer 
übereinstimmenden Expressionsdomäne in der dorsalen Augenanlage konzentriert (Peters und 
Cepko, 2003). Diese Faktoren stehen vermutlich in einem regulativen Zusammenhang, denn 
BMP4 aktiviert die Expression des Transkriptionsfaktors Tbx5 und des Axonlenkungsmoleküls 
EphrinB1 (Koshiba-Takeuchi et al., 1999). Die mögliche Interaktion von BMP4 und Tbx5 wird 
durch die Beobachtung unterstützt, dass in Invertebraten das Tbx5-Homolog Drosophila 
optomotor blind mit einem Homolog der BMP-Familie decapentaplegic interagiert. Der 
molekulare Mechanismus, wie die trankriptionelle Regulation von Tbx5 durch BMP4 erfolgt, 
ist bisher nicht untersucht worden. So bleibt es unklar, ob Tbx5 direkt über RA oder über 
aktiviertes BMP4 reguliert wird. Darüber hinaus wäre es interessant, nach RA-Behandlung den 
programmierten Zelltod zu analysieren, da der BMP4 Signalweg eine wichtige Rolle in der 
Kontrolle der Apoptose in der Retina spielt (Trousse et al., 2001).  
 
Da bekannt ist, dass die Expression des Transkriptionsfaktors Tbx5 in der Augenanlage 
zumindest partiell durch das sekretorische Signalmolekül BMP4 reguliert wird (Koshiba-
Takeuchi et al., 1999), kann mit diesen Resultaten nicht die Frage beantwortet werden, ob RA 
einen direkten Einfluss auf die Expression beider Faktoren hat. Transkripte von BMP4 und 
Tbx5 werden in der dorsalen Augenanlage innerhalb der gleichen „Entwicklungsdomänen“ 
detektiert (Peters und Cepko, 2004). Dabei wird die ursprüngliche Annahme einer graduellen 
Expression in Frage gestellt, weil die Domänen von BMP4 und Tbx5 mit gleichmäßiger 
Signaldichte der Sonden bedeckt sind (siehe Peters und Cepko, 2004). So kann aus den PCR-
Resultaten der vorliegenden Studie nicht interpretiert werden, ob diese eine graduelle 
Veränderungen der mRNA-Expression innerhalb der Domäne, oder eine veränderte Größe der 
Expressionsdomäne widerspiegeln. 
 
Die Resultate der Arbeit lassen vermuten, dass ventral synthetisierte RA in vivo die Expression 
der dorsalen Determinanten BMP4 und Tbx5 der ventralen Retina unterdrückt. Dies bestärkt 
die Hypothese, dass RA als möglicher Regulator in der Differenzierung ventraler 
Augenmerkmale wie des optischen Stiels, des Pekten und der ventralen Retina wirkt.  
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Durch welche Mechanismen könnte RA die Expression von Genen unterdrücken?  
RA wirkt normalerweise als Genaktivator: Interagiert der Ligand RA mit einem RA-
Rezeptoren-Dimer, werden assoziierte nukleäre Co-Repressoren abgespalten (Chambon et al., 
1996) und das Dimer kann mit dem RA-responsiven Element (RARE) des Zielgens in 
Verbindung treten. Dieser Prozess aktiviert Histon-Acetyl-Transferasen. In ungebundenen 
Zustand supprimieren die Retinoid-Rezeptoren aktiv die Gentranskription durch die 
Rekrutierung von Co-Repressoren, wie z.B. NCoR-2/SMRT, wodurch die Histone de-acetyliert 
werden (Weston et al., 2003; Lane und Bailey, unveröffentlicht). Da RA eine Reihe von 
Transkriptionsfaktoren aktiviert, sind verschiedene mittelbare Signalketten der RA-abhängigen 
Genexpression denkbar, indem RA die Synthese von Transkriptionsinhibitoren fördert (Gudas, 
1994). 
 
Ein weiteres Beispiel dafür, dass RA auf die Gentranskription hemmend wirkt, ist die durch 
RA hervorgerufene reduzierte Aktivität von Signaltransduktoren und Transkriptions-
aktivatoren: Das Cytokin Interferon-γ ist in Entzündungsprozessen eingebunden, indem es 
zwei Januskinasen (JAK) durch Phosphorylierung aktiviert. Diese Tyrosinkinasen aktivieren 
die STATs (Signal-Transduktoren und Aktivatoren der Transkription), um schließlich eine pro-
inflammatorische Zellantwort hervorzurufen. In einer kürzlich veröffentlichten Studie wurde 
gezeigt, dass all-trans-RA den JAK/STAT-Signalweg, der über Interferon-γ aktiviert wird, 
supprimiert (Choi et al., 2005). Dabei vermittelt RA indirekt die reduzierte Phosphorylierung 
der Januskinasen 1 und 2 dieses pro-inflammatorischen Signalweges und begünstigt dadurch 
wiederum entzündungshemmende Prozesse. 
 
Und schließlich ist ein Beispiel für eine RA-induzierte Gensuppression aus der Studie von 
Thompson et al., an der Ohrplakode der Maus bekannt (2003). Dabei wurden die molekularen 
Mechanismen der RA-abhängigen Suppression von BMP4 untersucht: In einer aus dem 
murinen Ohrvesikel abgeleiteten Zelllinie wird die BMP4 Suppression von zwei Promotoren 
gesteuert, 1B und einem im zweiten Intron (Intron2) (Thompson et al., 2003). Diese zwei 
Promotoren werden durch ligandenaktivierte RARs beeinflusst, ohne den Hauptpromoter 1A zu 
beteiligen. Nähere Untersuchungen der gensupprimierenden Promotoren Intron2 und 1B 
ergaben, dass diese nicht die charakteristischen Elemente enthalten, die normalerweise in die 
RA-gesteuerte Genaktivierung eingebunden sind: die klassischen direkten Wiederholungen 
oder palindromen RAREs (Thompson et al., 2003). Die Intron2- und 1B-Promotoren sind vom 
Hauptpromotor 1A zu unterscheiden, durch den die bmp4 Expression in Osteoblasten nach RA-
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Behandlung hochreguliert wird (Helvering et al., 2000). Für diese bimodale Steuerung durch 
RA vermuten die Autoren eine kontextabhängige Suppression oder Aktivierung der bmp4-
Expression, d.h. eine Abhängigkeit vom umgebenden Gewebe und Embryonalstadium. 
 
 
4.2 Bestimmt die RA-Verteilung entlang der dorsoventralen Augenachse 
auch die Polarität in der retinotectalen Projektion? 
Die retinotectale Projektion und die EphrinB1-Expression werden durch den Einfluss 
von RA nicht gestört 
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dass RA an der Regulation der dorsalen 
Determinanten BMP4 und Tbx5 in der embryonalen Augenanlage beteiligt ist. Von diesen 
Signalmolekülen ist bekannt, dass sie die positionsspezifische Expression der 
Axonlenkungsmoleküle EphrinB1 auf den projizierenden Wachstumskegeln ins Tectum 
steuern (Koshiba-Takeuchi et al., 1999). So wurde für eine erhöhte RA-Konzentration in der 
dorsalen Augenanlage erwartet, dass über eine durch RA gesteuerte Verringerung der 
EphrinB1-Expression, dorsale Axone aus der Retina in die mediale Seite des optischen 
Tectums, anstelle der lateralen Seite, navigieren (Abb. 9). Die Analyse der Projektion durch 
anterogrades Tracing mit DiI zeigte, dass die retinotectalen Projektionen in RA-behandelten 
Embryonen nicht von der Kontrollsituation zu unterscheiden waren. 
 
Mit der Kenntnis, dass BMP4 die Expressionsstärke von Tbx5 und EphrinB1 erhöht (Koshiba-
Takeuchi et al., 2000), wurde in der vorliegenden Studie erwartet, dass RA nicht nur die 
molekulare Expressionsstärke von BMP4 und Tbx5 beeinflusst, sondern auch die von 
EphrinB1. Jedoch wurde weder in RA- und Citral-injizierten, noch in CYP26A1-transfizierten 
Augen eine signifikante Veränderung in der Verteilung und Intensität der EphrinB1-Expression 
festgestellt. Diese mögliche Unabhängigkeit der EphrinB1-Expression von RA (Abb. 30, 
Pfeil 5) könnte auf molekularer Ebene als Erklärung dafür interpretiert werden, dass nach RA-
Perturbation in der frühen Augenanlage keine Änderung der retinotectalen Projektion gezeigt 
werden konnte. Die topographische Navigation retinaler Axone entlang der lateral-medialen 
Achse im optischen Tectum wird hauptsächlich durch den EphrinB1-Liganden gesteuert 
(McLaughlin et al., 2003b, O´Leary und McLaughlin, 2005): EphrinB1 ist nach aktueller 
Kenntnis der einzige Ligand, der mit den Rezeptoren EphB2 und -B3 auf der tectalen 
Oberfläche interagiert (Hindges et al., 2002). Darüber hinaus bewirkt EphrinB1 auch die 
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gerichtete Extension der sekundären Fasern entlang der dorsoventralen Achse des Tectums. In 
diesem Kontext kann EphrinB1 nicht nur anziehend, sondern auch repulsiv auf Rezeptoren 
projizierender Wachstumskegel wirken (McLaughlin et al., 2003a, 2003b, O´Leary und 
McLaughlin, 2005). 
 
Ist eine RA-Abhängigkeit der retinotectalen Projektion weiterhin möglich? 
Die Beobachtung, dass nach RA-Manipulation keine veränderte retinotectale Projektion 
gefunden wurde, schließt eine mögliche RA-Abhängigkeit der Projektion jedoch nicht aus. 
Dass nach manipulierter RA-Konzentration die experimentell erzeugte Veränderung der BMP4 
und Tbx5-Expression zu gering war, um einen Effekt auf EphrinB1 nachzuweisen, kann 
möglicherweise mit der eingesetzten Dosis an RA erklärt werden. Für alle Versuche, bei denen 
RA injiziert wurde, wurde eine Dosis verwendet, die gerade nicht mehr zu einer Missbildung 
der Augen- und Gehirnentwicklung führte.  
 
Aus diesem Grunde ist die Fragestellung, ob das RA-System an der Ausbildung der 
retinotectalen Projektion beteiligt ist, noch nicht abschließend geklärt, denn die durch 
EphrinB1 regulierte axonale Wegfindung wird durch die künstlich veränderte BMP4- und 
Tbx5-Expression gestört (Koshiba-Takeuchi et al., 2000). Ein weiteres biologisches Signal, 
durch das RA die retinotectale Projektion beeinflussen könnte, bietet der ventral exprimierte 
BMP-Rezeptor 1b in der Maus. Dieser wird nach RA Behandlung in humanen Retinoblastoma-
Zellen um den Faktor zwei hochreguliert (Li et al., 2003) und ist maßgeblich an der 
Faszikulierung muriner ventraler Axone zum Eingang in den optischen Nerv beteiligt (Liu et 
al., 2003). Des Weiteren werden die in den retinalen Ganglienzellen exprimierten RA-
synthetisierenden Enzyme anterograd in den Axonen bis in die Wachstumskegel transportiert. 
So könnte entlang ihrer Projektion eventuell synthetisierte RA Axonlenkungsmoleküle im 
Tectum regulieren (Dräger et al., 2001). Und schließlich wurden in Xenopus-Embryonen, nach 
RA-Behandlung in der sensitiven Phase, ungerichtet projizierende Axone ausgemacht, die über 
die tectale Oberfläche hinauswuchsen (Manns und Fritsch, 1991). Die Frage, ob RA mittelbar, 
oder direkt die anatomische Entwicklung der retinotectalen Projektion beim Krallenfrosch 
beeinflusst, ist ungeklärt. 
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Weitere experimentelle Ansätze, um den Einfluss von RA auf die retinotectale Projektion 
zu testen 
Zur Klärung des Zusammenhangs zwischen RA-Verfügbarkeit und Entwicklung der 
retinotectalen Projektion wäre die Störung der RA-Verteilung in der frühen Augenanlage durch 
einen anderen experimentellen Ansatz, wie etwa die transgene Ausschaltung von Enzymen des 
Retinoidstoffwechsels, denkbar. In Deletionsmutanten für Raldh1 (Fan et al., 2003) und 
Cyp26A1 (Sakai et al., 2004), in denen der Einfluss von RA auf die retinotectale Projektion 
untersucht wurde, ergab sich kein wesentlicher Einfluss auf die Projektion. Auch ein weiteres 
RA-oxidierendes Enzym, das gezielt in der Maus ausgeschalten wurde, CYP26B1, zeigte in 
Mutanten keine Wirkung auf die retinotectale Projektion (Sakai et al., 2004). Dies könnte 
darauf zurückzuführen sein, dass dieses Enzym in der murinen Retina erst exprimiert wird, 
nachdem die ersten Axone ihr Zielgebiet im Colliculus superior erreicht haben (Sakai et al., 
2004). Obwohl dies nicht für eine Funktion dieses Enzyms in der axonalen Projektion spricht, 
ist es möglicherweise interessant, dessen Wirkung im Huhn zu testen, denn es wird im Huhn 
früher als in der Maus, bereits während der sich entwickelnden Neuralretina in der äquatorialen 
Domäne, exprimiert (Reijntjes et al., 2003; Sakai et al., 2004). Bei Deletionsmutanten für 
Raldh3 besteht das Problem, dass sie nicht bis zur Etablierung der Projektion lebensfähig sind 
(Dupé et al., 2003). Die Analyse dieser Mutanten erbrachte keine der charakteristischen 
Ausfälle in der Augenmorphologie, wie es in den eingangs beschriebenen Mutanten für RA- 
und Retinoid-X-Rezeptoren gezeigt wurde. Das könnte dadurch interpretiert werden, dass 
insbesondere die RA-synthetisierenden Enzyme nur in einem koordinierten Zusammenspiel 
ihre Funktion erfüllen können.  
 
Die zur Frage stehenden Enzyme, vor allem RALDH3, könnten als Alternative zur transgenen 
Maus durch Transfektion der frühen Augenanlage mit Hilfe von Retroviren im Huhn analysiert 
werden. Mit dieser Methode könnte herausgefunden werden, ob nicht doch durch die Wirkung 
eines Enzyms des Retinoidstoffwechsels die Entwicklung der retinotectalen Projektion 
beeinflusst wird.  
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4.3 Wie wird die Verteilung von Enzymen des RA-Signalweges reguliert?  
Bisher wurde der Einfluss von RA auf verschiedene Moleküle der Netzhaut untersucht. Im 
Unterschied dazu sollen nun die Ergebnisse der Experimente diskutiert werden, in denen der 
Einfluss zweier Determinanten der Augenachse auf die Expression der Enzyme des RA-
Signalweges analysiert wurde. 
 
cVax reguliert die Expression dreier RA-metabolisierender Enzyme in der Retina 
Die Injektion von RCAS-cVax in die frühe Augenanlage des Huhns wurde vor dem 
Hintergrund durchgeführt, dass cVax partiell die ventrale Identität in der neuralen Retina 
organisiert: Während nach cVax-Überexpression die räumliche Expression der ventralen 
Moleküle Pax2, EphB2 und EphB3 in der Studie von Schulte (1999) nach dorsal erweitert 
wurde, waren die Transkripte der dorsalen Moleküle Tbx5, EphrinB1 und EphrinB2 nicht mehr 
nachweisbar. Darüber hinaus ergab anterogrades Tracing nach retroviraler Fehlexpression von 
cVax eine massive Störung der retinotectalen Projektion. So scheint eine RCAS-cVax 
behandelte Retina auf molekularer Ebene die Eigenschaften der ventralen Augenanlage zu 
besitzen (Schulte et al., 1999). Die in der vorliegenden Arbeit hervorgebrachten Resultate 
zeigten, dass die Expressionsmuster der Enzyme des RA-Signalweges RALDH1, RALDH3 
und CYP26A1 nach RCAS-cVax Infektion von der endogenen Situation in Kontroll-
Embryonen deutlich unterschiedlich waren:  
 
Die fehlende oder stark unterdrückte RALDH1-Expression in den RCAS-cVax behandelten 
Embryonen dieser Studie kann so mit dem in cVax-infizierten Retinen weitgehend 
zurückgedrängten dorsalen Retinaprofil erklärt werden. Der Faktor cVax scheint also die 
Expression von RALDH1 in der frühen Netzhaut des Huhns zu unterdrücken (Abb. 30, 
Pfeil 6). Die Expression von RALDH1 wird im Wildtyp erst bei HH16 initiiert (Godbout et al., 
1996; Grün et al., 2000) und konnte höchstwahrscheinlich in den RCAS-cVax-behandelten 
Geweben erst gar nicht ausgelöst werden.  
 
Für die Verteilung der CYP26A1-Transkripte im Huhn ist bisher nur bekannt, dass sie bei 
HH18 in der dorsalen, und teilweise auch ventralen Linse und im optischen Stiel generiert 
werden (Blentic et al., 2003). In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass die Transkripte 
auch wenige Stunden später, bei HH21-22, noch auf diese Bereiche beschränkt, und durch 
überexprimiertes cVax nicht beeinflusst werden. Ob, vergleichbar mit der Maus, die 
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CYP26A1-Expression in späteren Stadien die dorsale Retina einnimmt, bevor sie am 
Embryonaltag E6,5 einen deutlich abgesetzten horizontalen Streifen durch die Retina ausbildet 
(Wagner et al., 2000), wie in der vorliegenden Studie gezeigt wurde, ist bisher nicht bekannt. 
Aufgrund der natürlichen Verteilung von CYP26A1 und cVax in unterschiedlichen Geweben 
bei HH21-22 ließe sich das Ausbleiben eines Effektes erklären. Das Fehlen eines Einflusses 
von cVax Überexpression auf die CYP26A1-Expression in der Linse lässt sich vermutlich 
darauf zurückführen, dass cVax nicht in der embryonalen Linse exprimiert wurde. RCAS-
cVax-infizierte Retinen des Embryonaltages E6,5 sind durch den Verlust des charakteristischen 
horizontalen CYP26A1-Streifens gekennzeichnet. Dieser verläuft normalerweise dorsal des 
optischen Nervansatzes durch die Retina. Die Expressionsbereiche von CYP26A1 und cVax im 
Wildtyp überlappen nicht. CYP26A1 wird somit abgegrenzt von den ventralen positionalen 
Eigenschaften der Augenanlage exprimiert (Peters und Cepko, 2003). RALDH3 und cVax 
nehmen eine gemeinsame Entwicklungsdomäne in der ventralen Retina ein und grenzen beide 
scharf an den CYP26A1-Streifen an (McCaffery et al., 1999; Peters und Cepko, 2002) 
(Abb. 31). So könnte das Ausbleiben des charakteristischen CYP26A1-Profils dadurch 
interpretiert werden, dass das durch den Einfluss von cVax vermutlich ventralisierte 
Retinaprofil die Anlage eines medial verlaufenden CYP26A1- Streifens unterdrückte (Abb. 30, 
Pfeil 7). 
 
 
Abb. 31 Modell der Entwicklungsdomänen einiger Moleküle der dorsoventralen Augenachse bei E3,5 
(A) und E6,5 (B, ausgebreitete Retina). In der ventralen Retina gibt es eine gemeinsame 
Entwicklungsdomäne mit den Faktoren cVax, Pax2 und RALDH3. In der dorsalen Retina werden 
zwei Entwicklungsdomänen etabliert, welche einmal aus BMP4, Tbx5 und EphrinB1, und dann aus 
BMP4, Tbx5 und EphrinB1 sowie RALDH1 und EphrinB2 zusammengesetzt werden. Die 
Expressionsdomäne von CYP26A1 wird aufgrund von Daten in der Maus bei E3,5 in der dorsalen 
Augenanlage vermutet (Wagner et al., 2000). Bei E6,5 wird CYP26A1 in einem charakteristsichen 
horizontalen Streifen exprimiert, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. Die zwischen der 
RALDH1 und RALDH3 liegende Region wird bei E6,5 mit Transkripten von CYP26A1 ausgefüllt. 
Daraus ergibt sich ein Überlappungsbereich, in dem Tbx5- EphrinB1- und CYP26A1-Transkripte 
gemeinsam auftreten. 
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Wenn die Domänen von CYP26A1 und cVax aneinander angrenzen, ist es vorstellbar, dass 
cVax-Transkripte direkt die Ausbreitung der CYP26A1-Expression nach ventral hemmen. Dies 
wäre z.B. dadurch möglich, dass cVax die Expression von CYB26A1 direkt unterdrückt. 
Allerdings wurde bei einer der cVax-infizierten Retinen ein versprenkeltes Muster von 
CYP26A1-Transkripten beobachtet (Abb. 32). Dies könnte dadurch erklärt werden, dass in 
cVax exprimierenden Zellen ein Signalmolekül gebildet wird, das die CYP26A1-Expression in 
benachbarten Zellen aktiviert. Die cVax-überexprimierenden Zellen nach RCAS-Infektion 
selbst würden demnach kein CYP26A1 synthetisieren. Durch die Sekretion dieses diffusibelen 
Faktors könnten in der beschriebenen Retina eine Vielzahl von „Mikrodomänen“ geschaffen 
worden sein, die das Verhalten im Grenzbereich zwischen den Domänen von cVax und 
CYP26A1 widerspiegeln. Interessanterweise wurde in einer kürzlich veröffentlichten Studie 
ebenfalls ein „versprenkeltes“ Muster nach retroviraler cVax-Missexpression beschrieben 
(Schulte et al., 2005). Hier zeigte die Verteilung von Stäbchenphotorezeptoren ein 
fraktioniertes Muster, das der CYP26 Verteilung nach RCAS-cVax Infektion stark ähnelt. 
Auch in diesem Falle wurde vermutet, dass das beobachtete Phänomen auf die Wirkung eines 
oder mehrerer Faktoren zurückzuführen ist, die von cVax exprimierenden Zellen sezerniert 
werden. Eine Virusinfektion in den optischen Vesikel führt dazu, dass über die gesamte 
Netzhaut einzelne, zufällig verteilte Zellgruppen von RCAS-cVax infiziert werden und das 
cVax-Protein überexprimieren. Wenn diese Zellen Faktoren exprimieren, die das Verhalten 
von Nachbarzellen beeinflussen (wie z.B. zur Expression von CYP26A1 anregen), wäre ein 
Hybridisierungsmuster, wie Abb. 32 es zeigt, zu erwarten. 
 
cVax
 
 
Abb. 32 Abweichendes Hybridisierungsmuster einer RCAS-cVax transfizierten, und mit CYP26A1-
Sonden hybridisierten Retina: Über die ganze Netzhaut sind kleine Sonden-markierte Regionen 
„versprenkelt“ (Pfeile). Dieses Muster könnte darauf zurückzuführen sein, dass cVax und CYP26A1 
indirekt über einen diffusiblen Faktor interagieren. Maßstabsbalken entspricht 2 mm. 
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RALDH3-Transkripte wurden am Embryonaltag 6,5 vollständig über die RCAS-cVax 
infizierten Gewebe ausgebreitet. Dieses Phänomen weist auf eine cVax-abhängige Regulation 
der RALDH3 hin (Abb. 30, Pfeil 8), und ist ein weiteres Zeichen dafür, dass die RCAS-cVax 
infizierten Netzhäute die molekulare Eigenschaft einer ventralen Retina repräsentieren. Die 
cVax-Infektion bei HH10/11 erfolgte im gleichen Zeitfenster der Entwicklung, in dem die 
RALDH3 Expression generiert wird. So ist es vorstellbar, dass sich Transkripte der RALDH3 
in den behandelten Embryonen bereits sehr früh in ihrer Entwicklung über das Neuralepithel 
ausdehnten.  
 
Zusammenfassend lässt sich aus der Verteilung der untersuchten Enzyme des Retinoidsystems 
die Beobachtung von Schulte (1999) bestätigen, dass eine RCAS-cVax infizierte Retina auf 
molekularer Ebene die Eigenschaften der ventralen Augenanlage repräsentiert: cVax hält die 
Expression der nicht-ventralen Enzyme RALDH1 und CYP26A1 von der ventralen Netzhaut 
fern und ist an der Aktivierung des ventralen RA-synthetisierenden Enzyms RALDH3 
beteiligt. Diese durch cVax hervorgerufenen Regulationen der Enzyme des RA-Signalweges 
bekräftigen die Rolle von cVax als eines der „Masterregulatoren“ (Schulte et al., 1999; 
O`Leary und McLaughlin, 2005) in der Entwicklung und Determination der ventralen 
Augendomäne.  
 
Tbx5 beeinflusst die Verteilung von RALDH1 und nicht die von CYP26A1 
Die Hybridisierung von RCAS-Tbx5-infizierten Retinen erfolgte aufgrund der Beobachtung 
von Koshiba-Takeuchi (2000), dass nach ektopischer Induktion von Tbx5, ventrale 
Signalmoleküle im optischen Vesikel reprimiert wurden, und bei E18 das Innervierungsmuster 
axonaler Projektionsneurone gestört war. Aus den durch Tbx5 hervorgerufenen Änderungen 
wurde durch die Experimentatoren abgeleitet, dass Tbx5 eine „dorsalisierende“ Wirkung auf 
die Entwicklung der dorsalen Retina und der retinotectalen Projektion ausübt.  
 
In dieser Arbeit wurden RCAS-Tbx5-infizierte Retinen des Embryonaltages 6,5 mit Sonden 
gegen RALDH1 und CYP26A1 hybridisiert. Für die Verteilung der RALDH1-Transkripte 
konnte in Tbx5-infizierten Retinen kein Trend für eine Regulation festgestellt werden 
(Abb. 30, Pfeil 9). In allen CYP26A1-hybridisierten Retinen erschien der charakteristische 
Horizontalstreifen breiter und diffuser und einige Regionen zeichneten sich durch eine stark 
erhöhte Signalintensität aus. Diese Merkmale weisen auf eine Hochregulation von CYP26A1 
durch Tbx5 hin (Abb. 30, Pfeil 10).  
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Die Interpretationen, dass der Faktor cVax ventrale, und Tbx5 antagonistisch dazu, dorsale 
Eigenschaften hervorruft, legten bereits Funktionsgewinnstudien von Schulte (1999) und 
Koshiba-Takeuchi (2000) nahe. Während in der vorliegenden Studie in den RCAS-cVax-
hybridisierten Retinen deutliche Effekte auf RA-metabolisierende Enzyme nachgewiesen 
wurden, waren die Resultate in RCAS-Tbx5-transfizierten Proben weniger deutlich. Der 
CYP26A1-Streifen erschien zwar deutlich verbreitert, und zusätzlich traten ektopische 
CYP26A1-exprimierende Regionen auf, jedoch entsprach die fast unveränderte RALDH1-
Expression in den Tbx5-infizierten Retinen nicht den Erwartungen der Hypothese einer Tbx5-
abhängigen Dorsalisierung. Dies ist vermutlich dadurch zu erklären, dass eine Überexpression 
von Tbx5 nicht ausreicht, um die Netzhaut zu dorsalisieren. Möglicherweise hat der in der 
Studie von Koshiba-Takeuchi et al. (2000) verwendete Vektor nicht nur Tbx5 überexprimiert, 
und ist somit von dem RCAS-Vektor, welcher in der vorliegenden Arbeit, und in den folgend 
beschriebenen Studien verwendet wurde, zu unterscheiden. Der Unterschied wird verdeutlicht 
in Genregulationsstudien, in denen der RCAS-Tbx5-Vektor die cVax-positive Region nicht 
verdrängen konnte: Der Faktor cVax ist nicht nur an der Verleihung positionaler Identität 
retinaler Vorläuferzellen beteiligt, sondern vermittelt auch die Dichte von Photorezeptor-
stäbchen. Dabei wurde gefunden, dass ihre Dichte nach ektopischer cVax-Expression verändert 
wurde, aber nach ektopischer Expression eines dominant negativen RCAS-Tbx5 Vektors nicht 
gestört wurde (Schulte et al., 2005). Diese Hinweise, zusammen mit der Beobachtung in 
RCAS-Tbx5 infizierten Retinen, dass keine der RALDH1-hybridisierten Retinen Transkripte in 
der ventralen Region aufwies, zeigen das fehlende Potential des verwendeten RCAS-Tbx5 
Virus, die Netzhaut gänzlich zu dorsalisieren.  
 
In den oben erläuterten RCAS-cVax infizierten Retinen zeigte sich, dass das normalerweise in 
der ventralen Augendomäne exprimierte Enzym positiv reguliert wurde, während die 
normalerweise außerhalb der ventralen Domäne exprimierten Moleküle inhibiert wurden. 
Dieses Schema ist so nicht auf die RCAS-Tbx5 infizierten Retinen, die das dorsale Profil einer 
Retina repräsentieren könnten, übertragbar. Die Grenzen der Expressionsdomänen zwischen 
dorsal und medial exprimierten Molekülen sind nicht so klar definiert, wie die zwischen 
medialen und ventralen Molekülen: Die Expressionsstudie von Peters und Cepko (2002) zeigte, 
dass BMP4, Tbx5 und EphrinB1 bei HH20/21 eine gemeinsame Entwicklungsdomäne in der 
dorsalen Retina einnehmen, die etwa 41% der dorsoventralen Augenachse entspricht (Abb. 31). 
Die Expression von RALDH1 wird jedoch mit etwa 31% der Augenachse auf den dorsalen Pol 
beschränkt. Diese Relationen der Expressionsdomänen werden bis zum Embryonaltag 6,5 
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(HH30/31) aufrechterhalten (Peters und Cepko, 2002). Da die Regionen von CYP26A1 und 
RALDH1 scharf aneinander angrenzen (McCaffery et al., 1999), kann abgeleitet werden, dass 
die Transkripte von Tbx5 und CYP26A1 einen Überlappungsbereich haben. Die Überlappung 
von CYP26A1-Transkripten mit der dorsalen Tbx5-Expressionsdomäne im Wildtyp könnte als 
Interpretation dafür dienen, dass CYP26A1 in RCAS-Tbx5 infizierten Retinen positiv reguliert 
wird.  
 
 
4.4 Die Regulation von Signalmolekülen der dorsoventralen Augenachse 
Wie wird die indirekte Regulation zwischen cVax und Tbx5 vermittelt? 
Es gibt Hinweise dafür, dass cVax und Tbx5 indirekt voneinander abhängig bei der 
Spezifizierung der Augenachse operieren: Wie bereits unter 4.3 erwähnt, wurde durch 
Koshiba-Takeuchi et al. (1999) herausgefunden, dass durch das Einbringen eines 
Elektroporationsvektors für Tbx5 in die Augenanlage Transkripte von cVax herunterreguliert 
wurden. Umgekehrt ließen sich in einem ähnlichen Experiment durch ektopische Expression 
von cVax die Tbx5-Transkripte auslöschen (Schulte et al., 1999). Im Unterschied zu diesen 
Hinweisen, dass cVax und Tbx5 direkt antagonistisch wirken, wurde in Mäusen, in denen das 
Vax2-Gen homozygot ausgeschaltet wurde, keine Veränderung in den Expressionsdomänen 
von Pax2 und Tbx5 beobachtet (Barbieri et al., 1999). Dieses Ergebnis könnte man so 
interpretieren, dass die Expression von Tbx5 nicht direkt von cVax abhängig ist. Es ist 
vorstellbar, dass jeweils ausgehend von der cVax- und Tbx5-Domäne diffusionsfähige 
Faktoren ausgesendet werden, die auf die gegenüberliegende Domäne hemmend wirken, und 
dadurch die partielle Regulation zwischen cVax und Tbx5 vermitteln (Peters und Cepko, 
2002). So könnte es möglich sein, dass ein solcher von cVax ausgehender diffusionsfähiger 
Faktor für die Aufrechterhaltung der dorsalen Grenze zur Tbx5-Domäne zuständig ist (Abb. 
33). Das wäre denkbar, da am Embryonaltag E6,5 im dorsalen Auge kein BMP4 mehr 
exprimiert wird, das durch positive Regulation von Tbx5 für die räumliche Ausdehnung der 
Tbx5-Domäne zuständig sein könnte (Sakuta et al., 2001).  
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Abb. 33 Modell für die indirekte Regulation der Transkriptionsfaktoren cVax und Tbx5 am Beispiel 
einer ausgebreiteten Netzhaut bei E6,5: Die Kontrollgene cVax und Tbx5 könnten jeweils einen 
diffusionsfähigen Faktor aussenden, durch den ihre räumlichen Entwicklungsdomänen 
aufrechterhalten werden. Als möglicher ventraler diffusionsfähiger Faktor in diesem Modell ist RA 
sowie das Molekül Ventroptin denkbar.  
 
Bei der postulierten Ausbildung eines von der cVax-Domäne ausgehenden diffusionsfähigen 
Faktors, der Tbx5 auf die dorsale Retina beschränkt, könnte es sich um das sezernierte Molekül 
Ventroptin handeln, das antagonistisch mit BMP4 wechselwirkt (Sakuta et al., 2001). Ein 
weiterer Faktor, der für diese Funktion möglich wäre, ist die RA: In der Arbeit von Koshiba-
Takeuchi et al. (2000) wurde die Änderung der Expression der EphrinB-Liganden und -
Rezeptoren durch in ovo Elektroporation eines Tbx5–Expressionsvektors gezeigt. Für das 
tracing der Axone wurde aber für die Infektion der Netzhaut RCAS-Tbx5 verwendet. Die 
Stärke der Missexpression nach in ovo Elektroporation ist höher als nach retroviraler 
Missexpression. (Das liegt an der geringeren RNA-Synthese des long terminal repeats von 
RCAS gegenüber der RNA-Synthese des CMV-beta-Aktin Promotors aus dem pCAGGS-
Elektroporations-vektor). Die Missexpression von Tbx5 mit RCAS-Tbx5 war nach Angaben 
von D. Schulte nicht ausreichend, um eine deutliche Änderung der Expressionsprofile von 
EphB2/B3 und EphrinB1/B2 hervorzurufen, während sich die von Koshiba-Takeuchi 
beobachtete Störung der retinotectalen Karte reproduzieren ließ (pers. Mitteilung). Daher lässt 
sich vermuten, dass die von Koshiba-Takeuchi (2000) beschriebene, durch RCAS-Tbx5 
Infektion hervorgerufene Störung der retinotectalen Projektion nicht primär durch eine 
Änderung des Ephrin-Expressionprofils hervorgerufen wurde, sondern durch einen anderen 
Mechanismus. Da die Infektion mit demselben RCAS-Tbx5 Virus in der vorliegenden Arbeit 
die Expression des RA-degradierenden Enzyms CYP26A1 beeinflusste, könnte es sich bei 
diesem Mechanismus um RA handeln. Diese Hypothese ist allerdings eher unwahrscheinlich, 
da die Determination der retinotectalen Projektion durch Ephrine gut dokumentiert ist (Hindges 
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et al., 2002; McLauglin et al., 2003a) und in der vorliegenden Arbeit kein Effekt von RA auf 
die Entwicklung der Sehbahn offenbart werden konnte. 
 
Modell für die Regulation der Signalmoleküle der dorsoventralen Augenachse 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass RA die Expression von BMP4 und Tbx5 reduziert, und 
dass cVax die Expression von Enzymen des RA-Stoffwechsels reguliert. Diese Ergebnisse 
können mit den bisher bekannten Regulationsmechanismen zwischen den Signalmolekülen und 
Enzymen der dorsoventralen Augenachse in Einklang gebracht werden. Zur 
Veranschaulichung dient ein Modell, in dem die möglichen intrazellulären Vorgänge am 
Beispiel von Entwicklungstag 3,5 gezeigt werden (Abb. 34).  
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Abb. 34 Modell für hypothetische ventrale (unten) und dorsale (oben) retinalen Ganglienzellen, das 
die möglichen intra- und interzellulären Aktionen widerspiegeln soll. Für die aus vorliegender Studie 
hervorgehenden Effekte sind die Linien grün unterlegt: In der ventralen Zelle wird durch die 
Unterstützung von cVax die RALDH3-Expression, und damit die Produktion von RA erhöht. Dadurch 
wird eine Expression der dorsalen Signalmoleküle BMP4 und Tbx5 in der ventralen Zelle unterdrückt. 
In der dorsalen Zelle wird durch Aktivität von CYP26A1, die höchstwahrscheinlich durch den 
Einfluss von Tbx5 unterstützt wird, die RA degradiert. Dadurch wiederum könnte die erhöhte 
Expression von BMP4 und Tbx5 in der dorsalen Retina gefördert werden. Aus vorliegender Studie 
hervorgegangene Effekte sind rot (Aktivierung) oder blau (Suppression) unterlegt. 
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Der Faktor cVax reduziert die Expression der nicht-ventralen Enzyme des 
Retinoidstoffwechsels CYP26A1 und RALDH1, während RALDH3 positiv gesteuert wird. 
Durch das letztere Enzym wird aus verfügbarem Retinol RA synthetisiert und eine RA-
Konzentration aufgebaut, die inner- und außerhalb des Cytoplasmas hoch ist, und graduell in 
dorsaler Richtung abnimmt. Die RA-Konzentration könnte in einer solchen ventralen Zelle 
wiederum hemmend auf eine mögliche Expression der dorsalen Faktoren BMP4 und Tbx5 
wirken. Zusätzlich könnte eine mögliche Tbx5-Expression indirekt durch cVax inhibiert 
werden. Für die Regulation von Pax2 in diesem System ist bisher nur bekannt, dass zum einen 
das Molekül sonic hedgehog (shh), das bereits im HH-Stadium 10 in der zwischen den 
optischen Vesikeln liegenden anterioren Region exprimiert wird, Pax2 aktiviert, und dass zum 
anderen cVax auf Pax2 hemmend wirkt (McDonald et al., 1996; Schulte et al., 1999).  
 
Für die Zelle, die die molekularen Wechselwirkungen im dorsalen Bereich der Netzhaut 
repräsentieren soll, wird aufgrund von Daten in der Maus die Anwesenheit des Enzyms 
CYP26A1 angenommen (Wagner et al., 2000). Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt worden 
ist, fördert der dorsale Transkriptionsfaktor Tbx5 vermutlich die Expression des Enzyms 
CYP26A1. Dadurch wird RA zu 4-oxo-RA oxidiert und in weiteren Reaktionen inaktiviert. 
Daraus könnte sich sich die RA-arme Region in der dorsalen Retina am Embryonaltag 4 
ergeben (Mey et al., 2001). Einschränkend ist allerdings festzustellen, dass in der vorliegenden 
Arbeit eine retinale Expression von CYP26A1 durch in situ Hybridisierung im 
Embryonalstadium 6,5 gezeigt werden konnte, im Stadium HH22 jedoch die CYP26A1-
Expression auf die dorsale Linsenplakode beschränkt war. In der dorsalen postulierten Zelle in 
RA-armer Umgebung könnten BMP4 und Tbx5 ohne Beeinträchtigung von RA ihre 
Wirkungen ausüben. Dazu gehören höchstwahrscheinlich die indirekte Suppression von cVax 
und eventuell die Hochregulation des in der Membran verankerten Liganden EphrinB1. In 
diesem Modell ist nicht auszuschließen, dass weitere Faktoren an diesen Mechanismen 
beteiligt sind. 
 
Welche physiologische Funktionen erfüllt RA in der dorsoventralen Augenachse? 
Der Einfluss eines wahrscheinlichen RA-Gradienten auf Signalmoleküle der dorsoventralen 
Augenachse und die Regulation von Enzymen des Retinoidsystems wurden bereits besprochen. 
In diesem Kapitel soll die physiologische Relevanz der RA für die dorsoventrale Augenachse 
in der Embryonalentwicklung diskutiert werden.  
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Warum die Retina aufgrund der Verteilung von Enzymen des Retinoidsystems in 
unterschiedliche Kompartimente eingeteilt werden kann, ist eine bisher nicht gänzlich 
beantwortete Frage. Es wird vermutet, dass das Gesichtsfeld entlang der dorsoventralen Achse 
unterschiedliche physiologische Erfordernisse stellt, und dass diese durch ungleiche 
Verteilungen von Photorezeptoren erfüllt werden. Für diese Differenzierung könnte die 
Verteilung von RA und der Enzyme RALDH1, RALDH3 und CYP26A1 von Bedeutung sein. 
Ein universeller Unterschied entlang der vertikalen Achse des visuellen Feldes ist nach einer 
Hypothese von Wagner et al. (2000), dass das obere, dem Himmel entgegengerichtete Sehfeld 
mit hellerem Licht beschienen wird, als das untere, dem Grund zugewandten Gesichtsfeld. 
Diese Lichtdifferenzen korrelieren mit der Verteilung von Photorezeptoren, die für kurz- und 
mittelwelliges Licht in der Maus sensitiv sind: Während in der murinen ventralen Retina 
ausschließlich Zapfen zu finden sind, die für blaues Licht sensitiv sind, sind in der dorsalen 
Retina hauptsächlich „grüne“ Zapfen verteilt (Szél et al., 1992).  
 
In der Embryonalentwicklung retinaler Zellen fördert Retinsäure die Differenzierung von 
Photorezeptoren (Kelley et al., 1994). Die dorsoventralen Koordinaten für die Verteilung von 
Stäbchen und Zapfen werden im Huhn bereits im Stadium des optischen Vesikels angelegt 
(Bruhn und Cepko, 1996). Diese Verteilung ist spezies- und funktionsabhängig. Im Huhn 
werden Photorezeptorstäbchen in einem von dorsal nach ventral zunehmenden Gradienten 
ausgebildet (Schulte et al., 2005). Dabei wird die Region des schärfsten Sehens (Area 
centralis) mit der höchsten Dichte an retinalen Ganglienzellen und Amakrinzellen frei von 
Stäbchen gehalten (Bruhn und Cepko, 1996). Nach Applikation von RA in der Phase der 
retinalen Neurogenese wurde dosisabhängig die Anzahl der sich entwickelnden 
Photorezeptorstäbchen in der Ratte und im Zebrabärbling erhöht (Kelley et al., 1994, Hyatt et 
al., 1996a). So  determiniert RA insbesondere das Schicksal retinaler Vorläuferzellen, indem 
sie die Entwicklung von Photorezeptorstäbchen unterstützt (Kelley et al., 1994). Wurde im 
Zebrabärbling bcox, ein Schlüsselenzym für die Vitamin A-Synthese, transgen ausgeschaltet, 
ergab sich nahezu ein Ausfall sich entwickelnder Photorezeptoren in der ventralen und 
dorsalen verkürzten Retina. Die Ursache dafür war, dass die spezifischen Proteine von 
Photorezeptoren, Rhodopsin und Peanut Agglutinin, in der peripheren Retina nicht mehr 
entwickelt wurden (Biehlmaier et al., 2005).  
 
Es gibt Hinweise dafür, dass RA auch an der Entwicklung von Amakrinen und Müllerzellen in 
der inneren Körnerschicht der Netzhaut beteiligt ist. Die Entwicklung von Müllerzellen wird 
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im Zebrabärbling durch RA gefördert (Biehlmaier et al., 2005), während die Anzahl der sich 
entwickelnden Amakrinen in der Ratte gesenkt wird (Kelley et al., 1994). 
 
Einer erst kürzlich erschienenen Studie zufolge, ist cVax nicht nur an der Musterbildung der 
dorsoventralen retinalen Ganglienzellen beteiligt, sondern steuert auch die topographische  
Etablierung von Photorezeptorstäbchen (Schulte et al., 2005). Bei ektopischer Expression von 
RCAS-cVax wurde eine erheblich verstärkte Verteilung von Stäbchen in gewöhnlich 
Stäbchenarmen- oder freien Zonen gesichtet (Schulte et al., 2005). Da die vorliegende Arbeit 
gezeigt hat, dass cVax die Expression von RALDH3 hochreguliert, kann vermutet werden, 
dass RA auch über die Aktivierung durch cVax an der Etablierung von topographisch 
angeordneten Photorezeptorstäbchen beteiligt ist.  
 
Die Vermutung liegt nahe, dass RA auch an der Differenzierung von retinalen Ganglienzellen 
beteiligt sein könnte. Während ihrer Differenzierung synthetisieren retinale Ganglienzellen 
vorübergehend das zelluläre RA-bindende Protein CRABP-I, das höchstwahrscheinlich den 
Transfer der RA zu den nukleären Rezeptoren koordiniert, und die Konzentration freier RA 
reguliert (Mey et al., 2001). Jedoch gibt es im Unterschied zu der Verteilung von 
Photorezeptoren keine Korrelation in der Verteilung der Ganglienzelldichte und der Enzyme 
des RA-Signalweges (Dräger et al., 1997). 
 
 
4.5 Ausblick 
Ob RA kausal an der Ausbildung der retinotectalen Projektion beteiligt ist, könnte neben den 
Deletionsmutanten, die bereits in Kapitel 4.2 besprochen wurden, durch die folgenden 
Experimente getestet werden: 
 
Ein experimenteller Ansatz ist die Manipulation des RA-Systems durch die Missexpression 
eines RALDH3-Virus. Durch anterogrades Tracing dorsaler Ganglienzellaxone könnte die 
axonale Projektion analysiert werden. Nimmt man an, dass in RCAS-RALDH3-infizierten 
Zellen nicht nur die Expression der dorsalen Signalmoleküle BMP4 und Tbx5, sondern auch 
von EphrinB1 reduziert würde, würde man eine Fehlprojektion dorsaler Ganglienzellen gemäß 
des in der Zielsetzung skizzierten Schemas (Abb. 9) erwarten. Bei einer unveränderten 
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Projektion ließe sich mit einem Antikörper für den RCAS-Virus in der dorsalen Retina 
nachweisen, dass sich die DiI-Injektionsstelle in der RCAS-infizierten Region befindet.  
 
Darüber hinaus könnte es aufschlussreich sein, zu testen ob RA die Expression von EphrinB2 
steuert. Die EphrinB2-Expression setzt im Tectum des Huhns erst ab E10 ein, und wird 
verstärkt ab E14 in einer unterhalb der tectalen Oberfläche liegenden Schicht, der 
retinorezipienten Lamina d im Stratum griseum fibrosum superficiale (SGFS), detektierbar 
(Braisted et al., 1997). Daher wird vermutet, dass EphrinB2 im Huhn hauptsächlich an der 
Synaptogenese retinaler Terminalien in tectale Schichten beteiligt ist, und weniger in die 
topographische Projektion eingebunden ist (Hindges et al., 2002, McLaughlin et al., 2003). Da 
die Transkripte von Raldh1 und EphrinB2 eine gemeinsame Entwicklungsdomäne einnehmen 
(Peters und Cepko, 2003), könnte es einen regulativen Zusammenhang zwischen diesen 
Faktoren geben. So könnte etwa durch virale Transfektion von RCAS-RALDH1 getestet 
werden, ob EphrinB2 indirekt an der retinotectalen Projektion beteiligt ist, und ob dies über RA 
gesteuert wird. 
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5 Zusammenfassung 
EINLEITUNG: In der Retina wird bereits in frühen embryonalen Stadien eine Polaritätsachse 
festgelegt. Für die embryonale Entwicklung der Sehbahn entsteht zwischen retinalen 
Ganglienzellen und ihren Zielneuronen im optischen Tectum eine topographische 
Verschaltung, die auf räumlichen Gradienten von Zelloberflächenmolekülen basiert. Diese 
Gradienten werden durch die positionsspezifische Expression von Transkriptionsfaktoren und 
anderen regulatorischen Signalmolekülen bereits in der frühen Augenanlage initiiert. Ein 
Modell geht davon aus, dass eine graduelle Verteilung des transkriptionellen Aktivators 
Retinsäure (RA) über die Augenanlage an der Signaltransduktion bei der Entstehung der 
Achsenpolarität beteiligt sein könnte. Der tatsächliche Einfluss von RA auf die Expression von 
ventral und dorsal exprimierten Signalgenen und die axonale Projektion in das optische Tectum 
ist bisher empirisch nicht gezeigt worden. Bei der Rolle der RA für die Entwicklung dieses 
Systems konzentrierte sich diese Arbeit neben der neuroanatomischen Untersuchung 
projizierender dorsaler Ganglienzellen auf die molekulare Analyse von Signalwegen 
downstream und upstream des RA-Systems. 
 
ERGEBNISSE I: RA kann zu den Signalmolekülen gezählt werden, die die dorsoventrale 
Polarität der Augenanlage festlegen: Die molekulare Expressionsanalyse mit immun-
histochemischen Methoden, quantitativer RT-PCR und in situ Hybridisierung zeigte, dass die 
Transkriptionslevel der dorsalen Signalmoleküle BMP4 und Tbx5 in der Augenanlage des 
Huhns nach RA-Behandlung reduziert, und nach Citral-Behandlung erhöht wurden. Die 
Hypothese, dass RA die Expression der ventralen Transkriptionsfaktoren cVax und Pax2 im 
Huhn reguliert, konnte hingegen nicht bestätigt werden. 
 
ERGEBNISSE II: Die neuroanatomische Untersuchung am Embryonaltag 18 ergab keine 
veränderte retinotectale Projektion dorsaler Axone nach RA-Behandlung. Auch bei der 
molekularen Analyse des Axonlenkungsmoleküls EphrinB1 in RA-behandelten Embryonen 
zeigte sich in der früheren Augenanlage keine Veränderung in der Intensität und räumlichen 
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Ausdehnung der Transkripte. Diese Unabhängigkeit des Axonlenkungsmoleküls von der RA-
Konzentration im Auge könnte so gedeutet werden, dass die RA keine Wirkung auf die 
retinotectale Projektion hat. 
 
ERGEBNISSE III:  
Die Experimente im dritten Teil der Arbeit dienten dazu, die Regulation der Enzyme zu 
beleuchten, die die Verteilung der RA selbst determinieren. Es wurde gezeigt, dass durch virale 
Infektion der Transkriptionsfaktoren cVax und Tbx5 jeweils die Verteilung der RA-
synthetisierenden Enzyme RALDH1 und RALDH3 und der RA-abbauenden Cytochrom-p450-
Oxidase beeinflusst wird. Die gestörten Expressionsprofile nach cVax-Infektion könnten so 
gedeutet werden, dass dieser Transkriptionsfaktor die Expression von Enzymen des 
Retinoidsystems der ventralen Domäne fördert, und der übrigen medialen und dorsalen 
Domänen inhibiert. Die Missexpression des dorsalen Faktors Tbx5 erbrachte räumlich 
verstärkte Expressionssignale des RA-abbauenden Enzyms CYP26A1. 
  
DISKUSSION: Durch die Experimente dieser Arbeit konnte ein Beitrag für die Aufklärung der 
Rolle der RA-Signaltransduktion im regulatorischen Netzwerk in der Entstehung der Sehbahn 
erbracht werden: Die Regulation von dorsalen Signalmolekülen im ersten Teil der Arbeit 
zeigte, dass RA an der Festlegung der dorsoventralen Polarität der Augenanlage beteiligt ist. 
Die Beobachtung, dass die jeweiligen dominierenden regulativen Transkriptionsfaktoren der 
dorsalen und ventralen Augenachse den dynamischen Gradienten an RA regulieren, bekräftigt 
die Rolle der RA an der Determination der dorsoventralen Augenachse. Der erste Teil dieser 
Arbeit ist bereits veröffentlicht [Golz et al., Neuroreport 15 (2004): 2751-2755], und ein 
Manuskript über den dritten Teil der Arbeit ist in Vorbereitung.  
 
Literatur 89 
6 Literatur 
Abu-Abed, S., MacLean, G., Fraulob, V., Chambon, P. und Dollé, P. (2002). Differential 
expression of the retinoic acid-metabolizing enzymes CYP26A1 and CYP26B1 during murine 
organogenesis. Mech. Dev. 110, 173-177. 
 
Adler, R. und Belecky-Adams, T.L. (2002). The role of bone morphogenetic proteins in the 
differentiation of the ventral optic cup. Development 129, 3161-3171. 
 
Barbieri, A.M., Lupo, G., Bulfone, A. und Banfi, S. (1999). A homeobox gene, vax2, controls 
the patterning of the eye dorsoventral axis. Procl. Natl. Acad. Sci. USA 96, 10729-10734. 
 
Barbieri, A.M., Broccoli, V., Bovolenta, P. und Banfi, S. (2002). Vax2 inactivation in mouse 
determines alteration of the eye dorsal-ventral axis, misrouting of the optic fibres and eye 
coloboma. Development 129, 805-813.  
 
Bellairs, R. und Osmond, M.: The atlas of chick development. Erste Auflage. San Diego: 
Academic Press, 1998. 
 
Braisted, J.E., McLaughlin, T., Wang, H.U. und O´Leary, D.D. (1997). Graded and lamina-
specific distributions of ligands of EphB receptor tyrosine kinases in the developing 
retinotectal system. Dev. Biol. 191, 14-28. 
 
Benowitz, L.I. und Karten, H.J. (1976). Organization of the tectofugal visual pathway in the 
pigeon: a retrograde transport study. J. Comp. Neurol. 167, 503-520.  
 
Biehlmaier, O., Lampert, J.M., Lintig, J. und Kohler, K. (2005). Phototreceptor morphology is 
severly affected in the β,β-carotene-15,15´-oxygenase (bcox) zebrafish morphant. Eur. J. 
Neurosci. 22, 59-68. 
 
Blentic, A., Gale, E. und Maden, M. (2003). Retinoic acid signalling centres in the avian 
embryo identified by sites of expression of synthesising and catabolising enzymes. Dev. Dyn. 
227, 114-127. 
 
Literatur 90 
Bruhn, S.L. und Cepko, C.L. (1996). Development of the pattern of photoreceptors in the chick 
retina. Neurosci. 16, 1430-9. 
 
Cepko, C.L., Ryder, E. und Austin, C. (1998). Lineage analysis using retroviral vectors. 
Methods 14, 393-406. 
 
Chambon, P. (1996). A decade of molecular biology of retinoic acid receptors. FASEB J. 10, 
940-954. 
 
Choi, W.H., Ji, K.A., Jeon, S.B. und Joe, E.H. (2005). Anti-inflammatory roles of retinoic acid 
in rat brain astrocytes: Suppression of interferon-γ-induced JAK/STAT phosphorylation. 
Biochem. Biophys. Res. Communications 329, 125-131. 
 
Clotman, F., Maele-Fabrx, G.V. und Picard, J.J. (1997). Retinoic acid induces a tissue-specific 
deletion in the expression domain of Otx2. Neurotoxicol. and Teratol. 19, 163-169. 
 
Cowan, W.M. (1971). Studies on the development of the avian visual system. UCLA Forum 
Med. Sci. 14, 177-222. 
 
Crossland, W.J., Cowan, W.M., Rogers, L.A., Kelly, J.P. (1974). The specification of the 
retinotectal projection in the chick. J. Comp. Neurol. 155, 127-164. 
 
Dräger, U.C. und McCaffery, P. (1997). Retinoic acid and development of the retina. Progress 
in Retinal and Eye research 16, 323-351. 
 
Dräger, U.C., Wagner, F. und McCaffery, P. (1998). Aldehyde dehydrogenases in the 
generation of retinoic acid in the developing vertebrate: a central role of the eye. J. Nutr. 128, 
463S-466S. 
 
Dräger, U.C., Li, H., Wagner, E. und McCaffery, P. (2001). Retinoic acid synthesis and 
breakdown in the developing mouse retina. Prog. Brain Res. 131, 579-587. 
 
Dupé, V., Matt, N., Garnier, J.M., Chambon, P. und Ghyselinck, N.B. (2003). A newborn 
lethal defect due to inactivation of Retinaldehyde dehydrogenase type 3 is prevented by 
maternal retinoic acid treatment. Procl. Natl. Acad. Sci. USA 100, 14036-41. 
 
Dütting, D. und Thanos, S. (1995). Early determination of nasal-temporal retinotopic specifity 
in the eye anlage of the chick embryo. Dev. Biol. 167, 263-281. 
 
Dütting, D. und Meyer, S.U. (1995). Transplantations of the chick eyeanlage reveal an early 
determination of nasotemporal polarity. Int. J. Dev. Biol. 39, 921-931.  
 
Literatur 91 
Enwright, J.F. und Grainger, R.M. (2000). Altered retinoid signaling in the heads of small eye 
mouse embryos. Dev. Biol. 221, 10-22.  
 
Fan, X., Molotkov, A., Manabe, S.I. und Düster, G. (2003). Targeted disruption of 
aldh1a1(Raldh1) provides evidence for a complex mechanism of retinoic acid synthesis in the 
developing retina. Molec. Cell. Biol. 23, 4637-4648.  
 
Fekete, D.M. und Cepko, C.L. (1993) Retroviral infection coupled with tissue transplantation 
limits gene transfer in the chicken embryo. Procl. Natl. Acad. Sci. 90, 2350-2354. 
 
Freeman, W.H. und Bracegirdle, B.: An atlas of embryology. Erste Auflage. London: 
Heinemann, 1963. 
 
Fraser, S., Keynes, R. und Lumsden, A. (1990). Segmentation in the chick embryo hindbrain is 
defined by cell lineage restriction. Nature 344, 431-435. 
 
Gale, E., Zile, M. und Maden, M. (1999). Hindbrain respecification in the retinoid-deficient 
quail. Mech. Dev. 89, 43-54.  
 
Ghyselinck, N.B., Dupé, V., Dierich, A. und Mark, M. (1997). Role of retinoic acid receptor 
beta (RARbeta) during mouse development. Int. J. Dev. Biol. 41, 425-47.  
 
Gilbert, Scott F.: Developmental biology. Fünfte Auflage. Sunderland, Massachusetts: Sinauer 
Associates, 1997. 
 
Godbout, R., Pacher, M., Poppema, S. und Dabbagh, L. (1996). Localization of cytosolic 
aldehyde dehydrogenase in the developing chick retina: in situ hybridization and 
immunohistochemical analyses. Dev. Dyn. 205, 319-331. 
 
Godbout, R. and Monckton, E.A. (2001). Differential regulation of the aldehyde 
dehydrogenase 1 gene on embryonic retina and liver. J. Biol. Chem. 276, 32896-904. 
 
Griffith, M. und Zile, M.H. (2000). Retinoic acid, midkine, and defects of secondary 
neurulation. Teratology 62, 123-33. 
 
Grondona, J.M., Kastner, P., Gansmuller, A., Decimo, D., Chambon, P. und Mark, M. (1996). 
Retinal dysplasia and degeneration in RARbeta2/RARgamma2 compound mutant mice. 
Development 122, 2173-88. 
 
Gross, J.M. und Dowling, J.E. (2005). Tbx2b is essential for neuronal differentiation along the 
dorsoventral axis of the zebrafish retina. Procl. Natl. Acad. Sci. USA 102, 4371-4376. 
 
Literatur 92 
Grün, F., Hirose, Y., Kawauchi, S., Ogura, T. und Umesono, K. (2000). Aldehyde 
dehydrogenase 6, a cytosolic retinaldehyde dehydrogenase prominently expressed in sensory 
neuroepithelia during development. J. Biol. Chem. 275, 41210-8. 
 
Hamburger, V. (1951). A series of normal stages in the development of the chick embryo. J. 
Morphol. 88, 49-95. 
 
Helvering, L.M., Sharp, R.L., Ou, X. und Geiser, A.G. (2000). Regulation of the promoters for 
the human bone morphogenetic protein 2 and 4 genes. Gene 256, 123-38. 
 
Hindges, R., McLaughlin, T., Genoud, N. und O´Leary, D.D.M. (2002). EphB forward 
signaling controls directional branch extension and arborization required for dorsoventral 
retinotopic mapping. Neuron 35, 475-487. 
 
Hodos, W. und Karten, H.J. (1966). Brightness and pattern discrimination deficits after lesions 
of the nucleus rotundus in the pigeon. Exp. Brain Res. 2, 151-167. 
 
Holash, J.K. und Pasquale, E.B. (1995). Polarized expression of the receptor protein tyrosine 
kinase Cek5 in the developing avian visual system. Dev. Biol. 172, 683-93. 
 
Hoover, F. und Glover, J.C. (1998). Regional pattern of retinoid X receptor-alpha gene 
expression in the central nervous system of the chicken embryo and its up-regulation by 
exposure to 9-cis retinoic acid. J. Comp. Neurol. 398, 575-86. 
 
Hoover, F., Gunderse, T.E., Ulven, S.M., und Glover, J.C. (2001). Quantitative assessment of 
retinoid signaling pathways in the developing eye and retina of the chicken embryo. J. Comp. 
Neurol. 436, 324-335. 
 
Hughes, Stephen. The RCAS-System, National Cancer Institute. Internet http://home.ncifcrf. 
gov/hivdrp/RCAS/index.html, 2002. 
 
Hunt, S.P. und Webster, K.E. (1975). The projection of the retina upon the optic tectum of the 
pigeon. J. Comp. Neurol. 162, 433-446.  
 
Huot, J. (2004). Ephrin signaling in axon guidance. Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. 
Psychyatry. 28, 813-8. 
 
Hyatt, G.A., Schmitt, E.A., Marsh-Armstrong, N.R. und Dowling, J.E. (1992). Retinoic acid-
induced duplication of the zebrafish retina. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 8293-8297. 
 
Literatur 93 
Hyatt, G.A., Schmitt, E.A., Marsh-Armstrong, N.R., McCaffery, P., Dräger, U.C. und 
Dowling, J.E. (1996a). Retinoic acid establishes ventral retinal characteristics. Development 
122, 195-204. 
 
Hyatt, G.A., Schmitt, E.A., Fadool, J.M. und Dowling, J.E. (1996b). Retinoic acid alters 
photoreceptor development in vivo. Procl. Natl. Acad. Sci. USA 93, 13298-303.  
 
Karten, H. und Shimizu, T. The avian visual system and the evolution of the neocortex. Vision, 
brain and behaviour in birds. (Zeigler, P., Bischof, H.J.), 103-114, Cambridge (Massachusetts), 
London: MIT Press, 1993. 
 
Karten, H.J, Cox, K. und Mpodozis, J. (1997). Two distinct populations of tectal neurons have 
unique connections within the retinotectorotundal pathway of the pigeon Columba livia. J. 
Comp. Neurol. 387, 449-464. 
 
Kastner, P., Grondona, J.M., Mark, M. und Chambon, P. (1994). Genetic analysis of RXR 
alpha developmental function: convergence of RXR and RAR signaling pathways in heart and 
eye morphogenesis. Cell 78, 787-1003. 
 
Kastner, P., Messaddeq, N., Mark, M., Wendling, O., Grondona, J.M., Ward, S., Ghyselinck, 
N. und Chambon, P. (1997a). Vitamin A deficiency and mutations of RXRalpha, RXRbeta and 
RARalpha lead to early differentiation of embryonic ventricular cardiomyocytes. Development 
23, 4749-58.  
 
Kastner, P., Mark, M., Ghyselinck, N., Krezel, W., Dupe, V., Grondona, J.M. und Chambon, P. 
(1997b). Genetic evidence that the retinoid signal is transduced by heterodimeric RXR/RAR 
functional units during mouse development. Development 124, 313-26. 
 
Kelley, M.W., Turner, J.K. und Reh, T.A (1994). Retinoic acid promotes differentiation of 
photoreceptors in vitro. Development 120, 2091-102. 
 
Knudsen, E.I. (1982). Auditory and visual maps of space in the optic Tectum of the owl. J. 
Neurosci. 2, 1177-1194. 
 
Koshiba-Takeuchi, K., Takeuchi, J., Matsumoto, K. und Ogura, T. (2000). Tbx5 and the 
retinotectum projection. Science 287, 134-137. 
 
Krezel, W., Dupe, V., Mark, M., Dierich, A. Kastner, P. und Chambon, P. (1996). RXR 
gamma null mice are apparently normal and compound RXR alpha+/-, RXR beta-/- and RXR 
gamma -/- mutant mice are viable. Procl. Natl. Acad. Sci. 93, 9010-4. 
 
Literatur 94 
Lane, M.A. und Bailey, S.J. (2005). Role of retinoid signalling in the adult brain. Eingereicht 
in Progress of Neurobiol. 
 
LaVail, J.H. und Cowan, W.M. (1971). The development of the chick optic Tectum. 
Autoradiographic studies. Brain Res. 28, 421-441.  
 
Li, A., Zhu, X., Brown, B. und Craft, C.M. (2003). Gene expression networks underlying 
retinoic acid-induced differentiation of human retinoblastoma cells. Inv. Ophthalmol. Vis. Sci. 
44, 996-1007. 
 
Liu, J., Wilson, S. und Reh, T. (2003). BMP receptor 1b is required for axon guidance and cell 
survival in the developing retina. Dev. Biol. 256, 34-48. 
 
Lohnes, D., Mark, M., Mendelsohn, C., Dolle, P., Dierich, A., Gorry, P., Gansmuller, A. und 
Chambon, P. (1994). Function of the retinoic acid receptors (RARs) during development (I). 
Craniofacial and skeletal abnormalities in RAR double mutants. Development 120, 2723-48. 
 
Luksch, H., Cox, K. und Karten, H.J. (1998). Bottlebrush dendritic endings and large dendritic 
fields: motion-detecting neurons in the tectofugal pathway. J. Comp. Neurol. 396, 399-414. 
 
Luksch, H. (2003) Cytoarchitecture of the avian optic tectum: Neuronal substrate for cellular 
computation. Reviews in the Neurosciences 14, 85-106.  
 
Luksch, H. und Golz, S. (2003). Anatomy and physiology of horizontal cells in layer 5b of the 
chicken optic tectum. J. Chem. Neuroanat. 25, 185-194. 
 
Lupo, G., Liu, Y., Qiu, R., Chandrarana, R.A.S. und Harris, W.A. (2005). Dorsoventral 
patterning of the Xenopus eye; a collaboration of Retinoid, Hedgehog and FGF receptor 
signaling. Development 132, 1737-48. 
 
Maden, M., Gale, E., Kostetskii, I. und Zile, M. (1996). Vitamin A-deficient quail embryos 
have half a hindbrain and other neural defects. Curr. Biol. 6, 417-26. 
 
Mangelsdorf, D.J. und Evans, R.M. (1995). The RXR heterodimers and orphan receptors. Cell 
83, 841-50. 
 
Mann, F., Ray, S., Harris, W.A. und Holt, C.E. (2002). Topographic mapping in dorsoventral 
axis of the Xenopus retinotectal system depends on signaling through EphrinB Ligands. 
Neuron 35, 461-473. 
 
Literatur 95 
Manns, M. und Fritsch, B. (1991). The eye in the brain: retinoic acid effects morphogenesis of 
the eye and pathway selection of axons but not the differentiation of the retina in Xenopus 
laevis. Neurosci. Letters 127, 150-154. 
 
Marshall, H., Nonchev, S., Sham M.H., Lumsden, A. und Krumlauf, R. (1992). Retinoic acid 
alters hindbrain Hox Code and induces transformation of rhombomeres 2/3 into a 4/5 identity. 
Nature 360, 737-41. 
 
Marsh-Armstrong, N., McCaffery, P., Gilbert, W., Dowling, J.E. und Dräger, U.C. (1994). 
Retinoic acid is necessary for development of the ventral retina in zebrafish. Neurobiology 91, 
7286-7290.  
 
Mascrez, B., Mark, M., Dierich, A., Ghyselinck, N.B., Kastner, P. und Chambon, P. (1998). 
The RXRalpha ligand-dependent activation function 2 (AF-2) is important for mouse 
development. Development 125, 4691-707. 
 
Matsumo, T., Itasaki, N., Ichijo, H., und Nakamura, H. (1992). Retinotectal projection after 
partila ablation of chick optic vesicles. Neurosci. Res. 15, 96-101. 
 
Mavilio, F., Simeone, A., Boncinelli, E. und Andrews, P.W. (1988). Activation of four 
homeobox gene clusters in human embryonal carcinoma cells induced to differentiate by 
retinoic acid. Differentiation 37, 73-79. 
 
McCaffery, P., Wagner, E., O`Neil, J., Petkovich, M. und Dräger, U.C. (1999). Dorsal and 
ventral territories defined by retinoic acid synthesis, break-down and nuclear receptor 
expression. Mech. Dev. 82, 119-130. 
 
McCaffery, P. und Dräger, U.C. (2000). Regulation of retinoic acid in the embryonic nervous 
system: a master differentiation factor. Cytokine and Growth Factor Reviews 11, 233-249. 
 
McDonald, R. und Wilson, S.W. (1996). Pax proteins and eye development. Curr. Opin. in 
Neurobiol. 6, 49-56.  
 
McLaughlin, T., Hindges, Yates, P.A. und O´Leary, D.D.M. (2003a). Bifunctional action of 
ephrinB1 as a repellent and attractant to control bidirectional branch extension in dorsoventral 
retinotopic mapping. Development 130, 2407-2418.  
 
McLaughlin, T., Hindges, und O´Leary, D.D.M. (2003b). Regulation of axial patterning of the 
retina and its topographic mapping in the brain. Curr. Opin. Neurobiol. 13, 57-69.  
 
Mey, J., McCaffery, P. und Dräger, U.C. (1997). Retinoic acid synthesis in the developing 
chick retina. J. Neurosci. 17, 7441-7449. 
Literatur 96 
Mey, J. und Thanos, S. (2000). Development of the visual system of the chick (I) Cell 
differentiation and histogenesis. Brain Res. Rev. 32, 343-379. 
 
Mey, J., McCaffery, P. und Klemeit, M. (2001). Sources and sink of retinoic acid in the 
embryonic chick retina: distribution of aldehyde dehydrogenase activities, CRABP-I, and sites 
of retinoic acid inactivation. Dev. Brain Res. 127, 135-148. 
 
Mic, F.A., Molotkov, A., Molotkova, N. und Düster, G. (2004). Raldh2 expression in optic 
vesicle generates a retinoic acid signal needed for invagination of retina during optic cup 
formation. Dev. Dyn. 132, 270-277. 
 
Morgan, B.A. und Fekete, D.M. (1996). Manipulating Gene expression with replication-
competent retroviruses. Methods in cell biology, 51, 185-217. 
 
Mori, M., Ghyselinck, N.B., Chambon, P. und Mark, M. (2001). Systematic 
immunolocaliszation of retinoid receptors in developing and adult mouse eyes. Invest. 
Ophthalmol. Vis. Sci. 42, 1312-1318. 
 
Mühleisen, T.W. und Schulte, D. (2005). The roles of cVax, Tbx5 and EphB receptor tyrosine 
kinases in axon fasciculation and intraretinal pathfinding. Göttingen NWG Abstracts 30, 160A. 
 
Mülhardt, C. (2003). Molekularbiologie/Genomics, 4. Auflage, Spektrum. 
 
Mui, S.H., Hindges, R., O´Leary, D.D.M. und Bertuzzi, S. (2002). The homeodomain protein 
Vax2 patterns the dorsoventral and nasotemporal axes of the eye. Development 129, 797-804.  
 
Murai, K.K. und Pasquale E.B. (2003). „Eph“ective signaling: forward, reverse and crosstalk. 
J. Cell Sci. 116, 2823-32. 
 
Niederreither, K., Vermot, J., Schuhbaur, B., Chambon, P. und Dollé, P. (2002). Embryonic 
retinoic acid synthesis is required for forelimb growth and anteroposterior patterning in the 
mouse. Development 129, 3563-3574. 
 
Ohsaki, K., Morimitsu, T., Ishida, Y., Kominami, R. und Takahashi, N. (1999). Expression of 
the vax family homeobox genes suggests multiple roles in eye development. Genes Cells 4, 
267-276.  
 
O´Leary, D.D.M. und McLaughlin, T. (2005). Mechanisms of retinotopic map development: 
Ephs, ephrins, and spontaneous correlated retinal activity. Progr. Brain Res. 147, 43-65. 
 
Peters, M.A. (2002). Patterning the neural retina. Curr. Opin. Neurobiol. 12, 43-48. 
 
Literatur 97 
Peters, M.A. und Cepko, C.L. (2002). The dorsal-ventral axis of the neural retina is divided 
into multiple domains of restricted gene expression which exhibit features of lineage 
compartments. Dev. Biol. 251, 59-73. 
 
Pflugfelder, G.O., Roth, H. und Heisenberg, M. (1992). The lethal(1)optomotor- blind gene of 
Drosophila melanogaster is a major organizer of optic lobe development: isolation and 
characterization of the gene. Procl. Natl. Acad. Sci. USA 89, 1199-203. 
 
Rallis, C., Bruneau, B.G. und Logan, M.P.O. (2003). Tbx5 is required for forelimb bud 
formation and continued outgrowth. Development 130, 2741-2751. 
 
Ramón y Cajal, S. (1911). Le lobe optique des vértebrés inférieurs, toit optique des oiseaux. In: 
Histologie du Système Nerveux de l´homme et des vértebrés. Paris: Maloine. 
 
Rastinejad, F. (2001). Retinoid X receptor and its partners in the nuclear receptor family. Curr. 
Opin. Struct. Biol. 11, 33-8. 
 
Reijntjes, S., Gale, E. und Maden, M. (2003). Expression of the retinoic acid catabolizing 
enzyme CYP26B1 in the chick embryo and its regulation by retinoic acid. Gene Expr. Patterns 
3, 621-627. 
 
Reijntjes, S., Gale, E. und Maden, M. (2004). Generating gradients of retinoic acid in the chick 
embryo: Cyp26C1 expression and a comparative analysis of the Cyp26 enzymes. Dev. Dyn. 
230, 509-517. 
 
Reiner, A., Perkerl, D.J., Bruce, L.L. und Jarvis, E.D. (2004). Revised nomenclature for avian 
telencephalon and some related brainstem nuclei. J. Comp. Neurol. 473, 377-414. 
 
Reuter, T.E., White, R.H. und Wald, G. (1971). Rhodopsin and Porphyropsin fields in the adult 
bullfrog retina. J. General Physiol. 58, 351-371. 
 
Ross, S.A., McCaffery, P.J., Dräger, U.C. und De Luca, L.M. (2000). Retinoids in embryonal 
development. Physiol. Rev. 80, 1021-1054. 
 
Sakai, Y., Luo, T., McCaffery, P., Hamada, H. und Dräger, U. (2004). CYP26A1 and 
CYP26C1 cooperate in degrading retinoic acid within the equatorial retina during later eye 
development. Dev. Biol. 276, 143-157.  
 
Sakurai, T., Wong, E., Drescher, U., Tanaka, H. und Jay, D.G. (2002). Ephrin-A5 restricts 
topographically specific arborization in the chick retinotectal projection in vivo. Procl. Natl. 
Acad. Sci. USA 99, 10785-800. 
 
Literatur 98 
Sakuta, H., Suzuki, R., Takahasi, H. und Noda, M. (2001). Ventroptin: a BMP4 antagonist 
expressed in a double-gradient pattern in the retina. Science 293, 111-115. 
 
Sanger, F., Nicklen, S. und Coulson, A.R. (1977). DNA sequenzing with chain-terminating 
inhibitors. Procl. Natl. Acad. Sci. USA 74 (12); 5463-7. 
 
Sasagawa, S., Takabatake, T., Takabatake, Y. und Takeshima, K. (2002). Axes establishment 
during eye morphogenesis in Xenopus by coordinate and antagonistic actions of BMP4, Shh, 
and RA. Genesis 33, 86-96. 
 
Schneider, R.A., Hu, D., Rubenstein, J.L.R., Maden, M. und Helms, J.A. (2001). Local retinoid 
signaling coordinates forebrain and facial morphogenesis by maintaining FGF8 and SHH. 
Developmnet 128, 2755-2767. 
 
Schulte, D., Furukawa, T., Peters, M.A., Kozak, C.A. und Cepko, C.L. (1999). Misexpression 
of the emx-related homeobox genes cVax and Vax2 ventralizes the retina and perturbs the 
retinotectal map. Neuron 24, 541-553. 
 
Schulte, D., Peters, M.A., Sen, J. und Cepko, C.L. (2005). The rod photoreceptor pattern is set 
at the optic vesicle stage and requires spatially restricted cVax expression. J.Neurosci. 25, 
2823-2831. 
 
Sharpe, C. und Goldstone, K. (2000). The control of Xenopus embryonic primary neurogenesis 
is mediated by retinoid signalling in the neuroectoderm. Mech. Dev. 91, 69-80. 
 
Song, Q, Mehler, M.F. und Kesser, J.A. (1998). Bone morphogenetic proteins induce apoptosis 
and growth factor dependence of cultured sympathoadrenal progenitor cells. Dev. Biol. 196, 
119-27. 
 
Sowden, J.C., Holt, J.K.L., Meins, M., Smith, H.K. und Bhattacharya, S.S. (2001). Expression 
of Drososphila omb-related T-Box genes in the developing human and mouse neural retina. 
Invest. Ophthalm. Vis. Sci. 42, 3095-3102. 
 
Sperry, R.W. (1963). Chemoaffinity in the ordely growth of nerve fiber patterns and 
connections. Procl. Natl. Acad. Sci. USA 50, 703-710. 
 
Stull, D.L. und Wikler, K.C. (2000). Retinoid-dependent gene expression regulates early 
morphological events in development of the murine retina. J. Comp. Neurol. 417, 289-298.  
 
Suzuki, R., Shintani, T., Sakuta, H., Kato, A., Ohkawara, T., Osumi, N. und Noda, M. (2000). 
Identification of RALDH3, a novel retinaldehyde dehydrogenase, expressed in the ventral 
region of the retina. Mech. Dev. 98, 37-50. 
Literatur 99 
Szél, A., Röhlich, P., Caffé, A.R. und Veen, T.v. (1992). Unique topographic separation of two 
spectral classes of cones in the mouse retina. J. Comp. Neurol. 325, 327-342. 
 
Take-uchi, M., Clarke, J.D.W. und Wilson, S.W. (2003). Hedgehog signalling maintains the 
optic stalk-retinal interface through the regulation of Vax gene activity. Development 130, 955-
968. 
 
Thanos, S. und Mey, J. (2001). Development of the visual system of the chick (II) Mechanisms 
of axonal guidance. Brain Res. Rev. 35, 205-245. 
 
Thompson, D.L., Gerlach-Bank, L.M., Barald, K.F. und Koenig, R.J. (2003). Retinoic acid 
repression of bone morphogenetic protein 4 in inner ear development. Mol. Cell Biol. 23(7), 
2277-86. 
 
Torres, M., Gómez-Pardo, E. und Gruss, Peter. (1996). Pax2 contributes to inner ear patterning 
and optic nerve trajectory. Development 122, 3381-3391.  
 
Trousse, F., Esteve, P. und Bovolenta, P. (2001). BMP4 mediates apoptotic cell death in the 
developing chick eye. J. Neurosci. 21, 1292-1301. 
 
Wald, G. (1968). The molecular basis of visual excitation. Nature 219, 800. 
 
Wagner, E., McCaffery, P. und Dräger, U.C. (2000). Retinoic acid in the formation of the 
dorsoventral retina and its central projections. Dev. Biol. 222, 460-470. 
 
Weston, A.D., Blumberg, B. und Underhill, T.M. (2003). Active repression by unliganded 
retinoid receptors in development: less is sometimes more. J. Cell. Biol. 161, 223-228. 
 
Wilkinson, D.G. (2001). Multiple roles of Eph receptors and ephrins in neural development. 
Nat. Rev. Neurosci. 2, 155-64. 
 
Wilson, J.G., Roth, C.B. und Warkany, J. (1953). An analysis of the syndrome of 
malformations induced by maternal vitamin A deficieny. Effects of restoration of vitamin A at 
various times during gestation. Am. J. Anat. 92, 189-217. 
 
Yates, P.A. Roskies, A.L., McLaughlin, T. und O´Leary, D.D.M. (2001). Topographic-specific 
axon branching controlled by ephrin-As is the critical event in retinotectal map development. J. 
Neurosci. 21, 8548-63. 
 
Yuasa, J., Hirano, S., Yamagata, M. und Noda, M. (1996). Visual projection map specified by 
topographic expression of transcription factors in the retina. Nature 382, 632-635. 
 
Literatur 100 
Zhang, X.M. und Yang, X.J. (2001). Temporal and spatial effects of sonic hedgehog signaling 
in chick eye morphogenesis. Dev. Biol. 233, 271- 290. 
 
 
  
7 Abkürzungen 
BMP4 bone morphogenetic protein 
CBF Chick brain factor 
cVax ventral-anteriores Homöoboxgen (Huhn) 
Citral Synonym für 2,6-Octadienal,3,7-dimethyl 
COUPTF-II chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor 
CRABP Cellular retinoic acid binding protein 
CYP26 Cytochrom P-450 Oxidase 
DAB Diaminobenzidin 
DEPC Diethyl-Pyrocarbonat 
DIG Digoxigenin 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DMEM Dulbecco´s modified Eagle medium 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase 
HH Hamburger-Hamilton 
Hox Homöobox-Transkriptionsfaktor 
JAK Januskinasen  
STATs Signal-Transduktoren und Aktivatoren der Transkription 
Pax(b) Pairedbox-Transkriptionsfaktor (Zebrabärbling) 
Pax2 Pairedbox-Transkriptionsfaktor (Huhn, Maus, Krallenfrosch) 
PBS phosphat buffered saline 
PCR polymerase chain reaction 
PFA Paraformaldehyd 
RA Retinsäure  
RALDH Retinaldehyd-Dehydrogenase 
RARE Retinsäure-responsives Element 
RAR Retinsäure-Rezeptoren  
RXR Retinoid-X-Rezeptoren  
SDS sodium-dodecylsulfate 
SGFS Stratum griseum fibrosum superficiale  
Shh Sonic hedgehog  
 TBS tris buffered saline 
Tbx5 T-Box-Transkriptionsfaktor 
ü.N. über Nacht  
Vax2 ventral-anteriores Homöoboxgen (Maus, Krallenfrosch, Zebrabärbling) 
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